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RESUlVJÉ 
Les leucémies lymphoïdes de type T et B sont des maladies malignes typiques des cellules 
sanguines. Afin d'approfondir nos connaissances concernant ces dernières, nous avons utilisé 
le rétrovirus murin Graffi. Pendant longtemps, on pensait que ce rétrovirus ne provoquait que 
l'apparition des leucémies myéloïdes pour constater, plus tard avec des outils moléculaires et 
plus perfectionnés, qu'il était capable d'induire différents types de leucémies (lymphoïdes et 
non lymphoïdes). Pour mieux caractériser les leucémies lymphoïdes et dans le but de trouver 
des gènes potentiellement impliqués dans ce type de leucémie ou dans le processus de 
1'hématopoïèse, la technique des microarrays a été retenue. Cette technique permet de 
mesurer en une seule expérience Je niveau d'expression de plusieurs milliers de gènes. Les 
analyses ont porté sur S échantillons de souris constitués de 3 sous types de leucémies T 
(C04+/C08+, C04+/CDS', C04ïC08+), de 3 sous-types de leucémies B (CD45R low/CO 19+, 
C045R</CDI9+, C045R+/CD19+/SCAl+) et d'un contrôle constitué de lymphocytes T 
(C04+/CD8+) et B (CD45R'/CD19+) exprimant les marqueurs de surface exprimés à la 
surface de chacun des types de leucémies. Oifférentes approches d'analyse des résultats 
obtenus par les microarrays ont été appliquées de façon à distinguer ou à regrouper les gènes 
dont l'expression est altérée dans les différents types de leucémies analysées. Ceci nous a 
permis de sélectionner 56 gènes qui étaient soit spécifiques aux leucémies T, soit spécifiques 
aux leucémies B, soit communs à ces deux types. Parmi ces gènes se trouvent des gènes qui 
sont connus dans d'autres types de cancers mais qui n'ont pas encore été impliqués dans la 
leucémie. O'autres ne sont connus que dans les leucémies non lymphoïdes ou encore n'ont 
ja~nais été impliqués ni dans la tumorigénèse ni dans la leucémogénèse mais qui ont des 
fonctions physiologiques nécessaires au bon fonctionnement de l'organisme. Pour certains 
autres gènes, aucune information n'était disponible. L'application des microarrays a donc 
permis de créer une liste constituée des gènes potentiellement impliqués dans le 
développement de leucémies et qui pourraient servir de marqueurs diagnostiques. 
Mots-clés: Rétrovirus, rétrovirus murin Graffi, leucémies lymphoïdes, leucémies non 
lymphoïdes, cytométrie de flux, tri cellulaire, micropuces à ADN, gènes différentiellement 
exprimés, oncogènes. 
INTRODUCTION 
La leucémie est une maladie qUl s'accompagne d'une dérégulation au niveau du 
processus de l'hématopoïèse, mécanisme de production des cellules sanguines (globules 
blancs, globules rouges et plaquettes). En fait elle est due à la présence excessive d'une 
famille anormale et maligne de cellules de la moelle osseuse, où sont fabriquées les cellules 
du sang, qui, par la suite, vont infiltrer plusieurs autres organes dont le foie et la rate. 
Pour comprendre ce phénomène chez l'humain, il a fallu le reproduire 
expérimentalement chez un modèle animal ayant les mêmes caractéristiques que l'homme. 
Vu l'étendue de la ressemblance génétique entre l'homme et la souris, cette dernière a été 
considérée comme le mammifère le plus accessible et le modèle idéal à utiliser à cet effet 
permettant ainsi l'étude des conditions physiologiques et des pathologies moléculaires du 
cancer humain (Bernardi et al. , 2002). 
Le rétrovirus murin Graffi nous a paru être un outil précieux pour étudier la leucémie 
chez la souris. Le choix de cet outil biologique a été basé sur le fait que le rétrovirus murin 
Graffi a la capacité d'induire la leucémie chez la souris en une période de temps relativement 
courte d'environ 2 à 4 mois. 
Pendant longtemps, on pensait que le rétrovirus Graffi ne provoquait l'apparition que 
de leucémies de type myéloïde faisant partie des leucémies non lymphoïdes. Plus tard, il s'est 
avéré que ce rétrovirus était capable d'induire différents types de leucémies d'une façon 
aléatoire (Voisin et al. ,2006). 
Ce qui est encore plus intéressant, c'est qu'il a été démontré que ce rétrovirus est 
capable d'induire des leucémies mégakaryocytaires qui sont très rares et mal connues. Ce 
modèle expérimental créé par l'infection de souris nouveau-nées par le rétrovirus murin 
Graffi, nous offre la possibilité d'approfondir nos connaissances concernant les mécanismes 
d'induction de la leucémie ou encore du cancer. 
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Dans le cadre de cette étude, nous avons pensé qu'il était utile de s'intéresser à un tel 
sujet focalisant notre analyse sur ces deux types de leucémies afin de déterminer les 
changements génomiques responsables de la conversion des cellules normales en cellules 
malignes. Dans le but de découvrir de nouveaux gènes impliqués dans la transformation par 
le rétrovirus Graffi ou des gènes impliqués dans le processus de 1'hématopoïèse et à l'aide de 
la puissante technique des micropuces à ADN (microarrays), nous avons pu caractériser les 
leucémies T et B induites par le rétrovirus murin Graffi, en analysant la totalité de leur 
expression génique. Cette technique nous a donc permis de découvrir un ensemble de gènes 
qui jusqu'à présent n'ont pas encore été associés aux leucémies. 
CHAPITRE 1 
ETAT DES CONNAISSANCES 
1.1 Le système hématopoïétique 
1.1.1 Introduction 
Les cellules sanguines sont représentées par deux types de cellules: les érythrocytes 
et les leucocytes. Les érythrocytes ou encore les globules rouges (G.R) sont responsables du 
transport de l'oxygène et du CO2• Par contre, les leucocytes ou globules blancs (G.B) jouent 
un rôle primordial dans la défense du système immunitaire contre tout type d'agression. A 
cause de leur durée de vie limitée et dans le but de maintenir leur concentration sanguine 
constante, ces cellules doivent être renouvelées quotidiennement au niveau des organes 
hématopoïétiques. Ce sont les cellules souches hématopoïétiques qui sont à la base de cette 
production continue et hautement contrôlée. 
1.1.2 Les cellules souches hématopoïétiques 
La cellule souche hématopoïétique est à l'origine des différentes populations 
cellulaires (Allen et Dexter, 1995). Ce n'est qu'en 1995 que cette cellule a été purifiée chez la 
souris. 
Chez l'homme, tout au début de la gestation, les premières cellules souches 
hématopoïétiques peuvent être mises en évidence dans le foie, dans la rate et dans la moelle 
osseuse (Choquet, 2002). Après la naissance, ces cellules colonisent la moelle osseuse, site 
exclusif de l'hématopoïèse. Cependant, chez la souris adulte, la rate reste un organe 
hématopoïétique contrairement à l'homme (Fredrickson et Harris, 2000). Récemment les 
chercheurs ont découvert la présence de rares cellules souches au niveau du sang 
périphérique et du sang du cordon ombilical (Chabannon et Mannouni, 1995). 
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La cellule souche hématopoïétique possède deux propriétés essentielles non 
rencontrées au niveau des stades ultérieurs de différenciation. 
La première est sa capacité d'auto-renouvellement lui permettant de se 
maintenir en nombre constant. 
La deuxième est sa capacité de différenciation en tout type de cellules 
sangumes périphériques matures assurant le renouvellement des cellules 
mortes et l'accroissement du renouvellement en cas de besoin, d'où sa 
qualification de cellule pluripotente. Cette pluripotentialité détermine sa 
capacité de différenciation en au moins 9 lignées cellulaires: les 
érythrocytes, les neutrophiles, les éosinophiles, les basophiles, les 
monocytes, les ostéoclastes, les mégakaryocytes, les lymphocytes T (L.T) et 
les lymphocytes B (L.B) (Allen et Dexter, 1995). 
1.1.3 L'hématopoïèse 
1.1.3.1 Définition de l'hématopoïèse et facteurs de régulation 
L'hématopoïèse est la fonction de production et de renouvellement continu des 
éléments figurés du sang (les G.B et les G.R ainsi que les plaquettes). C'est un processus 
coordonné du point de vue prolifération, différenciation et apoptose des cellules 
hématopoïétiques. 
Il existe plusieurs facteurs de régulation qui interviennent dans le bon déroulement 
des différentes étapes de l'hématopoïèse (Allen et Dexter, 1995, Dittel t al. , 1993). Nous 
pouvons citer les facteurs diffusibles ou cytokines (comme l'interleukine l, 3 et 6 ou les 
«colony-stimulating factors» (G-CSF, M-CSF et GM-CSF)) qui agissent sur les récepteurs 
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Figure 1.1 Schéma de l'hématopoïèse. Les cellules souches hématopïétiques donnent 
naissance à plusieurs progéniteurs (CF-GEMM et CFU-L) qui peuvent se différentier en 
plusieurs lignées hématopoïétiques. Les CF-GEMM sont à l'origine de la production des 
polynucléaires neutrophiles (PN), des monocytes (Mo) puis des macrophages (Mac), des 
polynucléaires éosinophiles (PE) et basophiles (PB), des mégakaryocytes (Mk) puis des 
plaquettes (Pq) et des érythrocytes (E). Les CFU-L sont à l'origine de la production des 
lymphocytes T (LT) et B (LB). 
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Chez la souris et chez l'homme, il a été montré que c'est probablement la perte ou 
l'acquisition de récepteurs spécifiques pour les facteurs de croissance exogènes qui intervient 
dans le devenir des cellules souches hématopoïétiques. 
1.1.3.2 Les précurseurs des cellules sanguines de la moelle osseuse 
Comme la moelle osseuse est le principal lieu de l'hématopoïèse, les divers types de 
cellules sanguines s'y trouvant peuvent être présentes à différents niveaux de maturation. Une 
étape importante séparant les cellules souches des cellules différenciées est représentée par 
l'existence des cellules en voie de différenciation, appelées précurseurs et notées CFU 
(<<colony fonning unit») en raison de leur aptitude à fonner des colonies. D'après la figure 
1.1, nous pouvons noter l'existence de différents précurseurs l'hématopoïétiques: 
1.1.3.2.1 Les précurseurs de la ligné myéloïde: CFU-GEMM (GEMM = 
Granuleuse, Erythrocytaire, Macrophagique et Mégakaryocytaire) sont des progéniteurs 
exprimant plusieurs potentialités capables de donner naissance aux: 
Précurseurs de la lignée granuleuse :CFU-GM qui, à leur tour, génèrent 
des précurseurs plus matures qui sont: 
•	 les CFU-M qui, tout au long de leur différenciation, se transfonnent en 
monoblastes puis en promonocytes pour donner naissance aux colonies 
monocytiques. Dès leur passage au niveau tissulaire, les monocytes circulant 
dans le sang se transfonnent en macrophages. Ces monocytes et ces 
macrophages possèdent deux rôles: la cytotoxicité et la présentation des 
antigènes (Choquet, 2002). 
•	 les CFU-G qui, au cours de leur différenciation se transfonnent en 
myéloblastes, en promyélocytes, en myélocytes, en métamyélocytes pour 
finalement donner naissance aux neutrophiles polynucléaires (Choquet, 
2002). Les neutrophiles représentent la lignée majoritaire dans l'organisme 
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traduisant leur rôle majeur dans la destruction de tout agent pathogène qui a 
pénétré dans l'organisme (Choquet, 2002). 
Les CFU-Eo qui, pour donner naissance aux polynucléaires éosinophiles, se 
différencient en promyélocyte éosinophile puis en myélocyte éosinophile (Choquet, 
2002). L'éosinophile possède plusieurs fonctions comme la destruction des 
pathogènes par phagocytose ou par libération de toxines, l'inflammation, 
l'hypersensibilité. 
Les CFU-B se différencient en myéloblastes basophiles pUIS en 
promyélocyte et finalement en myélocyte basophile avant de donner naissance aux 
polynucléaires basophiles (Choquet, 2002). Ces basophiles sont très rares. Leur 
principal rôle est 1'hypersensibilité et peuvent aussi déclencher l'anaphylaxie par 
relargage d'histamine. 
Précurseurs de la lignée érythroïde : BFU-E (Burst Forming Unit Erythroid) qui 
sont moins matures que les précurseurs CFU-E et se différencient en 
proérythroblastes, puis en érythroblastes basophiles, en érythroblastes 
polychromatophiles et finalement en réticulocytes avant de donner naissance à des 
colonies érythroïdes (hématies) (Choquet, 2002). 
Les précurseurs de la lignée mégakaryocytaire: CFU-MK qUI, pour donner 
naissance à des colonies mégakaryocytaires, se différencient d'abord en 
mégakaryoblastes, puis en mégakaryocytes basophiles, puis en mégakaryocytes 
granuleux et finalement en plaquettes (Choquet, 2002). Ces plaquettes constituent la 
première ligne de défense contre les hémorragies. 
1.1.3.2.2 Les précurseurs de la lignée lymphoïde: CFU-L donnent naissance à 
deux types de cellules: les L.I. et les L.B. Les précurseurs des L.T. quittent la moelle 
osseuse pour se différencier au niveau du thymus où l'on obtient les thymocytes. Ces L.I. se 
différencient au niveau du thymus en cellules auxiliaires (qui sont CD4+) et en cellules 
tueuses (qui sont CD8+). Les L.B. se différencient au niveau de la moelle osseuse en pro-B 
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puis en pré-B et enfin en B matures exprimant les inununoglobulines M (IgM) de surface 
(Choquet, 2002). 
Mis en évidence en 1962 par Till et Maccultoch, tous ces précurseurs subissent une 
vingtaine de divisions avant de passer d'une cellule souche qui leur a donné naissance à des 
cellules complètement différenciées et par une différenciation progressive au cours de 
laquelle les précurseurs engagés perdent leur capacité d'auto- renouvellement formant, ainsi, 
des cellules précurseurs mono, bi ou tripotentes. Ces cellules seront à l'origine des cellules 
hématopoïétiques matures après quelques étapes de différenciation (Allen et Dexter, 1995). 
Remarque: Certains précurseurs présents dans le foie fœtal ainsi que dans la moelle 
osseuse de l'adulte ont été montrés capables de produire une seule colonie de lymphocytes B 
et de macrophages. Ceci peut refléter la relation existant entre ces lignées ainsi que la 
plasticité des cellules souches pluripotentes (Palmer et Morrow, 2004; Friedman, 2002). 
1.1.4 Lymphocytes T et lymphocytes B 
Les lymphocytes T et B diffèrent par leur site de différenciation, par la nature de leur 
récepteur membranaire pour l'antigène (Ag), par le mode de reconnaissance, par leurs 
marqueurs membranaires et par leurs fonctions. A la différence de la plupart des autres 
cellules de l'organisme, les lymphocytes ne peuvent atteindre le stade terminal de leur 
différenciation qu'à la faveur d'une stimulation par un Ag. 
1.1.4.1 Les lymphocytes T (T pour thymus) représentent les cellules de l'inununité 
à médiation cellulaire (cytotoxicité et hypersensibilité retardée). Les lymphocytes T se 
différencient dans le thymus à partir de cellules souches lymphoïdes qui proviennent de la 
moelle osseuse (ou du fois fœtal pendant les premiers mois de gestation). Le réarrangement 
des gènes des TCR constitue l'évènement majeur au cours de la différenciation intrathymique 
des cellules T. La filiation intrathymique des cellules de la lignée T peut être subdivisée en 3 
grandes étapes reliées à l'expression ou non des marqueurs CD4 et CD8 : 
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+ Les précurseurs T encore appelés prothymocytes ou thymocytes précoces: qui 
sont doubles négatifs CD4-/CD8-. Ils sont TdT+ (Terminal Désoxynucléotidyl 
Transférase), Ragl + et Rag2+. Ils expriment aussi la chaîne alpha du récepteur à 
l'IL2 et les molécules CD2, CDS et CD7. Ces cellules ont entamé le réarrangement 
de leurs gènes du TCR. 
+	 Les thymocytes communs ou immatures: qui sont doubles positives 
CD4+/CD8+. Elles sont CD2Y mais CDI +, CD2+, CDS+, CD7+. 
+ Les thymocytes matures: qui sont simples positives CD4+/CD8- ou CD4- CD8+. 
Ces cellules sont TdT, Ragl' et Rag2'. Elles expriment le complexe TCR/CD3. 
Elles sont CDr, CD2+, CDS+, CD7+. 
1.1.4.2 Les lymphocytes B (B pour bourse de Fabricius) représentent les cellules de 
l'immunité humorale médiée par les anticorps. Chez l'homme, comme chez la souris, la 
production des lymphocytes B se situe au niveau de la moelle osseuse. En fait, dès la 
gestation, cette moelle osseuse se charge de ce rôle qui était octroyé au foie. Le 
réarrangement des gènes des Ig représente l'événement majeur au cours de l'ontogenèse des 
lymphocytes B (les gènes des Ig et du TCR des cellules souches lymphoïdes ont une 
configuration germinale qui est non réarrangée). Au cours de sa différenciation, la cellule 
souche lymphoïde engagée dans la lignée B passe successivement par plusieurs étapes. Ces 
étapes sont caractérisées par l'expression d'un certain nombre de marqueurs membranaires : 
+ pro-B : à la fin de ce stade, le réarrangement des gènes des Ig est entamé au 
niveau des gènes des chaînes lourdes par un réarrangement D ~ JH. Ces cellules 
expriment les molécules HLA de classe II. Elles sont aussi CDI9+, CDIO+, TdT+, 
Ragl+, Rag2'" CD4ü+, CD4SR+, CD21+ et CD22+, CD38+. 
+pré-B : à ce stade, le réarrangement des gènes des chaînes lourdes est achevé (V 
~ D.JH). Ces cellules sont CD 10-, TdT, Ragr, RagT, V pré-B- et ÀS, CD38+. 
C'est à partir de ce stade que commence l'apparition des gènes Ig CI.. et Ig ~. 
+ B immatures: ce stade est caractérisé par l'expression du récepteur spécifique 
pour l'Ag du lymphocyte B ou BCR. 
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~	 B matures au repos (vierge, naïf): ils expriment 1'IgD membranaire et sont 
CD35+ et CD32+. 
~	 B activés: ils sont caractérisés par la perte de l'IgD membranaire. Ils sont CD23", 
CD80+ et CD10+. 
~	 B mémoires: ils sont IgM", CD23-, CD80", CD10', iGg+, IgA+. 
~	 Plasmocytes: ils sont caractérisés par la perte de tous les marqueurs membranaires 
sus-cités y compris les Ig de surface et les Ag HLA classe II. Ils sont CD38+. 
1.1.5 Formule leucocytaire de l'adulte normal 
Le tableau suivant représente les proportions respectives des globules blancs chez 
l'homme (pour un adulte normal) (tiré de Lord Dubé et l'Italien, 1983) : 
Tableau 1.1 Proportions de globules blancs chez l'homme (pour un adulte normal) 
Nombre absolus (cellules x 
Type de leucocytes	 % 
109/L) 
Granulocytes neutrophiles 40 -75 2 - 7,2
 
Granulocytes éosinophiles 1-2 0,05 - 0,2
 
Granulocytes basophiles 0-1 0,02 - 0,06
 
Lymphocytes	 25 - 33 1,5-3,5 
Monocytes	 4-8 0,2 - 0,8 
Les données présentées dans ce tableau montrent que les éosinophiles, mais surtout les 
basophiles, sont très rares alors que les neutrophiles représentent une fraction importante des 
cellules leucocytaires. 
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1.1.6 Les organes hématopoïétiques 
La moelle osseuse, les ganglions, la rate et le thymus représentent les organes 
hématopoïétiques. 
1.1.6.1 La moelle osseuse 
La moelle osseuse est le lieu de production des cellules souches hématopoïétiques. 
Elle constitue donc le lieu de prolifération et de différenciation des lymphocytes B. La moelle 
osseuse se trouve surtout dans les os plats. Elle est composée de tissus adipeux ou moelle 
jaune (réservoir de lipides) et de tissus hématopoïétiques ou moelle rouge active renfermant 
des lignées érythroïdes, myéloïdes et mégakaryocytaires et des nodules lymphoïdes. Les 
cellules sanguines y sont à différents stades de maturation (tiré de Lord Dubé et l'Italien, 
1983). 
1.1.6.2 Les ganglions lymphatiques 
Ces organes constituent un filtre lymphatique retenant la majorité des 
antigènes, solubles ou particulaires ou les cellules présentatrices d'antigènes chargées 
de ceux récupérés dans les tissus périphériques. Ces ganglions comprennent trois 
zones (tiré de Lord Dubé et l'Italien, 1983): 
• La zone corticale (cortex périphérique) contenant les follicules lymphoïdes. 
L'intérieur de ces follicules nommé centre germinatif, contient des L.B activés 
par les antigènes mais aussi quelques L.T CD4+. Le stroma de ces follicules est 
composé de cellules folliculaires dendritiques et de macrophages; 
• La zone médullaire (centrale) renfermant des L.B., L.T., macrophages et des 
plasmocytes; 
• La zone para corticale (cortex profond) riche en L.T., contient des L.B. 
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1.1.6.3 La rate 
Panni ses fonctions, la rate pennet la production d'anticorps et de cellules 
immuno-compétentes contre les antigènes ainsi que l'élimination des particules 
étrangères grâce à sa population macrophagique (Cordelier D. , 1975). Le 
parenchyme splénique comprend 3 zones (tiré de Lord Dubé et l'Italien, 1983): 
•	 la pulpe blanche cOITespondant au tissu lymphoïde. La Iymphocytopoïése se 
déroule au niveau des follicules lymphoïdes de cette zone; 
•	 la pulpe rouge contient des sinus veineux, des cordons spléniques et des 
vaisseaux. 
•	 entre les deux zones précédentes, se trouve la zone marginale renfermant des 
L.T. et des L.B., des hématies, des granulocytes, des plaquettes et des 
macrophages. 
1.1.6.4 Le thymus 
Le thymus est le lieu de différenciation et de sélection négative et positive des L.T 
(tiré de Masmoudi et Ben Ammar, 2000). Les deux lobes du thymus renfennent une zone 
corticale riche en lymphocytes T et une zone médullaire moins riche en lymphocytes. 
1.2	 Cancer et leucémies 
1.2.1 Le cancer 
Le cancer est constitué d'une famille diversifiée de maladies complexes caractérisées 
par des changements génotypiques et phénotypiques (Stratowa t al. , 2001). Différents types 
de cancers existent. Tous ces types se caractérisent par une croissance désordonnée de 
cellules anonnales et leur propagation dans certaines parties du corps. Un tiers des personnes 
seront affectées par l'une des fonnes du cancer (The Norwegian Cancer plan 1997). 
L'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) estime qu'il y aura une augmentation du nombre 
de décès dus au cancer en Europe et dans le reste du monde et ce à partir de 1996 et jusqu'en 
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2020. L'augmentation la plus dramatique sera notée dans les pays en voie de développement 
(WHO 1996). 
1.2.2 Les leucémies 
Les leucémies sont aussi appelées cancer du sang. Elles sont définies comme des 
hémopathies malignes (Morse III et al. , 2002) et sont caractérisées par la prolifération 
anormale et incontrôlée de cellules d'une lignée hématopoïétique qui ne retient pas la 
capacité de se différencier normalement en cellules sanguines matures (Sawyers et al. , 1991), 
par leur présence au niveau de la moelle osseuse et dans le sang et généralement par une 
évolution fatale. 
Plusieurs facteurs sont responsables de l'apparition des leucémies dont:
 
certaines anomalies chromosomiques congénitales et certains facteurs génétiques.
 
Souvent, des translocations chromosomiques et/ou des inversions sont à l'origine de
 
réarrangements cellulaires ou de la génération de gènes fusionnés codant pour des
 
protéines chimériques (protéines de fusion) (Bemardi et al. , 2002).
 
Certains facteurs qui peuvent être le résultat de l'exposition à des radiations, certains
 
produits chimiques, des virus ou des particules.
 
L'injection de cellules leucémiques à un animal receveur, histocompatible avec 
l'animal donneur, provoque l'apparition de la leucémie chez le premier, d'où le caractère 
transplantable des leucémies. Les différents types de leucémies sont définis en fonction du 
type de cellules sanguines touchées dans le sang et dans la moelle osseuse. Ainsi, une 
leucémie myéloïde traduit l'apparition des caractères de la lignée myéloïde et une leucémie 
lymphoïde traduit l'apparition des caractères de la lignée lymphoïde. Lorsqu'une tumeur 
maligne se présente sous forme solide, elle est qualifiée de lymphome. Expérimentalement, 
nous avons remarqué que les différents types de leucémies apparaissant chez 1'humain, 
apparaissent aussi chez la souris. TI est donc important de décrire ces différents types pour 
chacun de ces deux mammifères. 
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1.2.2.1 Les différents types de leucémies chez l'humain 
On distingue deux groupes de leucémies: les leucémies aïgues (myéloblastiques ou 
AML et Iymphoblastiques ou ALL) et les leucémies chroniques (myéloïdes ou CML et 
lymphoïdes ou CLL). 
La leucémie aiguë progressant rapidement, touche des cellules jeunes et empêche la 
moelle osseuse de fonctionner nonnalement. Par contre, la leucémie chronique progresse 
lentement, touche des cellules différenciées et adultes et laisse se former une moelle osseuse 
normale. 
Une nouvelle classification des hémopathies malignes et des leucémies a été 
récemment proposée par les participants de la communauté internationale (Comité de 
rédaction de l'OMS), mais les recommandations finales sont apparues dans un fascicule de 
l'OMS (World Health Organisation Classification of Tumors, International Agency For 
Research on cancer, Lyon 2001) (www.biocolleges.org/colhemato/Hemato/Whogf.html.). 
C'est la« WHO classification». 
Souhaitée principalement par les cliniciens, dans le but d'une meilleure adaptation 
aux indications thérapeutiques et tenant compte des syndromes cliniques, cette classification 
ne bouleverse qu'assez peu les systèmes ancIens (Exemples: classification 
MIC (Morphologique, Immunologique, Cytogénétique) et FAB (essentiellement 
morphologique)). Elle cherche à compléter les approches classiques de la morphologie 
microscopique, par les contributions de l'immunologie, de la cytogénétique et de la biologie 
moléculaire (www.biocolleges.org/colhemato/Hemato/Whogf.html.). 
La classification préliminaire de l'OMS des désordres hématopoïétiques chez l'humain 
est présentée ci-dessous (World Health organization, 1997): 
Néoplasmes des cellules B;
 




Immunodéficience reliée au désordre Iymphoprolifératif;
 





Désordres chroniques myéloprolifératifs. 
1.2.2.2 Les différents types de leucémies chez la souris 
Différemment de ce qu'on observe chez l'homme, les leucémies munnes sont 
principalement provoquées par des rétrovirus. Pour la souris, les différents types de 
néoplasmes hématopoiétiques ont été classés pour la première fois par Dunn en 1954 (Dunn, 
1954) sur la base de la cellule d'origine reliée au type de tumeur. La classification la plus 
récente a été présentée dans la proposition de Bethesda en 2002 (Kogan et al., 2002) et elle 
est basée sur la lignée cellulaire ayant subi les désordres. Deux sous-groupes ont résulté de 
cette classification: les désordres lymphoïdes (Morse III et al. , 2002) et les désordres non 
lymphoïdes (Kogan et al. ,2002) qui sont eux même divisés en catégories: 
Tableau 1.2 Classification des leucémies chez la souris 
Les désordres non lymphoïdes Les désordres lymphoïdes 
- Leucémie non lymphoïde - Néoplasme des cellules B : 
• Néoplasme des précurseurs des cellules B 
- Sarcome hématopoïétique non • Néoplasme des cellules B matures 
lymphoïde 
- Néoplasme des cellules T : 
• Néoplasme des précurseurs des cellules T 
- Dysplasie myéloïde 
• Néoplasme des cellules T matures 
• Néoplasme des cellules T à caractère 
- Prolifération myéloïde (non réactive) indéterminé 
De telles classifications uniformes vont permettre de comparer les cancers murins avec les 
cancers humains (Kogan et al. ,2002). 
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1.3 Les rétrovirus 
Les rétrovirus murins sont des virus qui sont capables d'induire la leucémie. Notés 
MuLV «Murine Leukemia Virus », certains d'entre eux, dont le rétrovirus Moloney 
(induisant des lymphomes de type T) et le rétrovirus Friend-MLV (impliqué dans la leucémie 
érythroïde), sont les plus communément étudiés (Coffin et al. , 1997). 
Les seuls rétrovirus humains induisant les leucémies sont les virus HTLV-1 «human 
T-cellieukemia virus type 1 »et HTLV-2« human T-cellieukemia virus type 2 ») (Sawyers 
et al. , 1991). 
Les MuLV se présentent sous deux formes transmises différemment dans la lignée 
germinale (Sitbon et al. ,2001) : la première forme endogène est verticalement transmise et la 
seconde exogène est transmise horizontalement et considérée comme infectieuse (découverte 
par Ludwik Gross lors de l'inoculation de souriceaux d'un jour avec des extraits cellulaires 
provenant de cellules leucémiques). 
1.3.1 Classification des rétrovirus (Retroviridae) 
En se basant sur les critères de pathogénicité on distingue trois sous-familles 
(http://anne.decoster.free.fr/d1viro/vretrovO.htrnl): 
1.3.1.1 La famille des Oncovirinae (Oncovirus) est la plus importante des trois 
familles. Les Oncovirinae sont des virus transformants. Ils ont été trouvés chez les insectes, 
les sangsues, les reptiles, les oiseaux et les mammifères. Les membres de cette famille ont la 
capacité d'induire le plus grand nombre de tumeurs de différentes origine: développement de 
tumeurs du tissu conjonctif (sarcomes), de tumeurs des tissus épithéliaux (carcinomes), de 
leucémies (cas le plus fréquent dans la pathologie rétrovirale) et de lymphomes. Deux 
rétrovirus appartenant à cette famille et qui ont été découverts par Robert Gallo en 1980 
peuvent être cités: le virus HTLV-1 impliqué dans le développement d'une leucémie à 
lymphocytes T et le virus HTLV-2 qui ne semble être associé qu'à de rares cas de 
myéloneuropathie primitive proche de la myélopathie associée à HTLV1. 
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1.3.1.2 Les Spumavirinae (Spumavirus) doivent leur nom au fait que les cellules 
infectées in vitro présentent des lésions qui ressemblent à de l'écume (spuma = mousse). 
Isolés au hasard au début des années 1950 chez plusieurs espèces animales (singes, bovins, 
chats, hamsters), ces rétrovirus sont considérés conune des virus "non pathogènes". Ils ont 
aussi été isolés chez l'homme en 1970. 
1.3.1.3 Les Lentivirinae (Lentivirus) ont été ainsi dénommés car ils sont 
responsables de maladies à évolution lente (lentus = lent). Ce sont des virus 
cytopathogéniques qui ont d'abord été isolés chez l'animal. Un exemple de rétrovirus 
appartenant à cette famille est le virus de l'immunodéficience humaine Vlli-1 et Vlli-2. 
1.3.2 Structure des rétrovirus 
Les rétrovirus sont des virus enveloppés à développement cellulaire possédant un 
génome composé d'un dimère d'ARN simple brin de polarité positive, associé à différentes 
protéines (Sitbon et al. , 2001). Les chaînes d'ARN identiques sont reliées à leur extrémité 5'. 
Une capside enveloppe les 2 brins d'ARN et les protéines qui lui sont associées. Ce trio 
forme la nucléocapside qui est entourée par une enveloppe constituée d'une bicouche 
lipidique et de 2 types de glycoprotéines: celles transmembranaires et celles de surface. Les 
protéines de la matrice se situent directement sous l'enveloppe virale. Le schéma du 
rétrovirus est représenté par les figures 1.2 et 1.3 ci-après. 
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Figure 1.2 Visualisation de la structure du rétrovirus. Les rétrovirus sont constitués des 
gènes de l'enveloppe (env) qui codent pour les glycoprotéines de surface (SU) et pour les 
glycoprotéines transmembranaires (TM). Ils sont aussi constitués par le gène gag codant pour 
la matrice virale (MA), pour la capside (CA) et pour la nucléocapside (NC). Ces rétrovirus 
contiennent aussi le gène pol codant pour reverse transcriptase inverse (RT) et pour 
l'intégrase (IN). Deux molécules d'ARN constituent le génome des rétrovirus. 









Figure 1.3 Représentation schématique du rétrovirus. SU : glycoprotéines de surface, 
TM: glycoprotéines transmembranaires, PR: protéase, MA: matrice, CA: capside, NC : 
nucléocapside, RT : transcriptase inverse, IN : intégrase. 
Tiré de http://~v.stanford.edulgroup/nolan/tutorials/ret5struct.htmI 
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L'ADN proviral est composé par la succession de trois domaines codants pour les 
protéines virales GAG, POL et ENV encadrés par les séquences LTR (Long Terminal 
Repeat) non codantes (Figure 1.4). 
Le gène gag code pour la synthèse des protéines de la matrice, de la capside et de la 
nucléocapside. Le gène pol code pour les enzymes de la reverse transcriptase inverse et de 
l'intégrase. Le gène env, quant à lui, code pour les glycoprotéines de surface et 
transmembranaires de l'enveloppe virale. Il existe un autre domaine appelé pro codant pour 
la protéase du virion (Coffin et al. , 1997). Aux extrémités du génome viral, se trouvent trois 
régions U3, R et US constituant le LTR et contenant les signaux de contrôle de l'expression 
virale (Sitbon et al. , 2001). 
LTR5' LTR3' 
r~--~.A......_-~" r~--~.A......_-~" 
 gag 1 pol env~ 
Figure 1.4 Organisation de l'ADN proviral d'un rétrovirus.
 
Tiré de http://www.anne.decoster.free.fr/d 1viro/vtelechar/ypoly/h ivOS.pdf
 
Région R: c'est une petite région de 18 à 250 nt formant une région unique répétée à chacune
 
des extrémités de l'ADN roviral.
 
US: cette région est appelée « séquence unique non codante ». Elle mesure entre 75 et 250 nt.
 
Elle représente un promoteur puissant de la transcription.
 
U3 : cette région est appelée « région unique non codante ». Elle mesure entre 200 et 1200 nt.
 
Elle possède les signaux terminateurs de transcription dont le signal de polyadénylation. Elle
 




1.3.3 Cycle de réplication des rétrovirus 
Le cycle de réplication des rétrovirus est très particulier (Rassart 2004): le virus est 
absorbé à l'intérieur de la cellule hôte par attachement de sa glycoprotéine (env) de surface 
aux récepteurs membranaires plasmiques qui lui sont spécifiques. Une fois dans le 
cytoplasme, la transcriptase inverse produite par le rétrovirus, transcrit l' ARN viral en un 
ADNe. Ce dernier est constitué de séquences LTR encadrant les gènes codants pour les 
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protéines virales (Friedman 2002). Acheminé vers le noyau, l' ADNc est inséré dans l'ADN 
chromosomique à l'aide de l'intégrase virale pour former un provirus stable. A partir de ce 
moment, les rétrovirus vont détourner en leur faveur, la machinerie transcriptionnelle 
cellulaire. Etant donné qu'ils sont intégrés, leur génome se comportent comme de l'ADN 
cellulaire et dépendent donc de l'état de la cellule hôte créant une interaction entre le virus et 
la cellule. L'inseliion des rétrovirus se fait d'une façon aléatoire au niveau de tous les types 
cellulaires (Sitbon et al. , 2001). Cependant, il semblerait que ces rétrovirus ont des sites 
d'intégration préférentiels qui sont en faveur de leur prolifération. Parfois, il arrive qu'ils 
s'intègrent à proximité d'un gène ou d'un proto-oncogène et en altérent l'expression, ce qui 
peut être considéré comme un phénomène déclencheur de la cancérisation. 
L'ARN polymérase II cellulaire se charge de la transcription du provlrus. Non 
seulement les éléments de régulation contenus dans les LTR du coté 5' ont un rôle très 
important dans cette transcription mais aussi ceux contenus du coté 3'. En plus de posséder 
des signaux de polyadénilation définissant la fin du génome rétroviral, le côté 3' peut jouer le 
rôle d'un promoteur en activant les gènes cellulaires situés en aval. Suite à cette étape de 
transcription, il y a production d'ARNs représentant à la fois le matériel génétique viral et les 
ARNm des protéines constituant le rétrovirus. Ces deux produits seront assemblés en 
particules virales au niveau de la membrane plasmique de la cellule et sont libérés par 
bourgeonnement pour former des virions matures qui à leur tour, vont infecter d'autres 
cellules (Figure 1.5). 
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Figure 1.5 Mécanisme de réplication des rétrovirus.
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1.3.4 Les oncogènes 
Les oncogènes ont été classiquement définis comme des gènes à caractère dominant. 
Le dérèglement de leur expression ou l'altération de leur structure, contribue au phénotype 
transformé d'une cellule (Gisselbrecht 2003). En 2003, 100 oncogènes codant pour des 
oncoprotéines possédant différentes fonctions, ont été associés aux hémopathies malignes 
humaines. 
En fonction des oncoprotéines pour lesquelles ils codent, les oncogènes sont répartis 
en 8 classes majoritaires 
(25.http://www.chupsjussieu.fr/polys/canceroIPOLY.Chp.3.5.html) : 
- les facteurs de croissance assurant une boucle de régulation autocrine. Conune exemple, 
nous pouvons citer les proto-oncogènes codants pour les protéines de la famille des 
«Fibroblast Growth Factors» (FGF) ; 
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- les récepteurs transmembranaires de facteurs de croissance tels que le proto-oncogène erb B 
codant pour le récepteur à l' «Epidermal Growth Factor» (EGF) ; 
- les G-protéines ou protéines membranaires liant le GTP tels que les proto-oncogènes de la 
famille ras; 
- les protéines tyrosines-kinases membranaires ; 
- les kinases cytosoliques ; 
- les récepteurs intra-membranaires tel que le proto-oncogène erbA codant pour le récepteur 
aux hormones thyroïdiennes 
- les protéines à activité nucléaire qui en interagissant avec l'ADN, sont capables de contrôler 
la transcription de gènes cibles. Comme exemple, nous pouvons citer, les proto-oncogènes 
fos,jun et c-myc. 
Les anti-oncogènes sont les gènes suppresseurs de tumeurs. Lorsqu'ils sont de nature 
protéique, ces anti-oncogènes sont synthétisés au cours de l'expression d'un gène qui joue 
donc un rôle antagoniste de l'oncogène. La perte de fonction d'un anti-oncogène est 
responsable de la non-production de l'inhibiteur d'un oncogène aboutissant au processus 
tumoral. Parmi ces anti-oncogènes, nous pouvons citer p53, PI05 (ou pRb), pl 07, P13, ... 
1.3.5 Activation des oncogènes 
On distingue deux types de rétrovirus: les virus non défectifs et les virus défectifs 
(Rassart 2004) : 
les virus défectifs contiennent un oncogène d'origine cellulaire remplaçant leur gène 
de structure les empêchant de se répliquer d'une manière autonome au niveau de la 
cellule hôte. Pour se répliquer, ce manque doit obligatoirement être comblé par la 
présence d'un rétrovirus auxiliaire. Ces virus sont à transformation rapide (entre 2 à 3 
semaines post-infection). 
les virus non défectifs n'ont pas besoin de la présence d'un autre rétrovirus pour se 
répliquer au niveau de la cellule hôte. Leur génome ne porte pas d'oncogène 
d'origine cellulaire à la place de leurs gènes de structure. Ainsi pour provoquer la 
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formation de tumeurs, ils doivent s'intégrer à proximité d'un proto-oncogène 
cellulaire. Ces virus sont à transformation lente (3 à 9 mois). 
Pour les MuLV, la mutagénèse insertionnelle constitue le mécanisme principal de 
l'oncogénèse par activation ou inactivation des gènes cellulaires (Denicourt et al. ,1999). Les 
proto-oncogènes peuvent être activés par les rétrovirus non défectifs de différentes manières 
(Coffin et al. , 1997) : 
•	 par insertion de la séquence "enhancer" du LTR activatrice du promoteur 
cellulaire. Le rétrovirus n'a qu'à s'intégrer à distance avant ou après un proto­
oncogène et dans les deux orientations possibles par rapport à la 
transcription. 
•	 par insertion du rétrovirus à l'intérieur d'un proto-oncogène au niveau d'un 
exon entraînant la mutation de celui-ci ou à l'extrémité 3' du gène 
réanangé. 
•	 par insertion d'un promoteur LTR viral nécessitant l'intégration du VITUS au 
nIveau du proto-oncogène à son extrémité 5' ou dans un intron. 
1.3.6 Oncogènes et leucémies humaines 
C'est au début des années 1970 qu'a eu lieu, en cytogénétique, l'introduction 
des techniques de bandes chromosomiques (Gisselbrecht 2003). Ces techniques ont 
permis d'identifier chacun des chromosomes d'une façon très précise ainsi que de 
caractériser les remaniements chromosomiques qui se trouvent au niveau des cellules 
leucémiques. Soixante-cinq pourcent des cellules leucémiques humaines présentent 
un remaniement chromosomique qui est le plus souvent unique (Look 1997). Les 
anomalies chromosomiques les plus fréquentes 
sont reliées à des inversions intra-chromosomiques ou à des translocations lorsque 
deux chromosomes s'échangent du matériel génétique. Deux découvertes, datant de 
1982, conduisirent à rechercher systématiquement des altérations chromosomiques 
dans les hémopathies malignes humaines. Parmi ces découvertes, nous pouvons 
citer l'identification du gène MYC (localisé chez 1'homme à la région 
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chromosomique 8q24 et se trouvant dans plusieurs modèles de leucémies lymphoïdes 
expérimentales) se présentant comme une cible des translocations du lymphome de 
Burkitt (Dalla-Favera et al. , 1982 ; Taub et al. , 1982). 
1.3.7 Le rétrovirus murin Graffi 
C'est en 1957 qu'Arnold Graffi a pu isoler le rétrovirus murin Graffi à partir d'un 
filtrat acellulaire provenant du sarcome d'Ehrlich. Il a montré que ce rétrovirus murin non 
défectif induisait principalement des leucémies myéloïdes. Graffi et son équipe ont été 
confrontés au fait que les leucémies induites par ce rétrovirus n'étaient pas uniquement de 
type myéloïde et que certains autres types de leucémies pouvaient apparaître après plusieurs 
passages (Graffi et Schramm 1966; Fey et Graffi 1965; Ru et al. , 1993). Ils ont ainsi 
considéré ce phénomène comme étant une diversification hématologique. Ensuite, en 1993 et 
grâce à des outils de clonage moléculaire, dans le laboratoire du docteur Eric Rassart, Ru et 
al. (1993) ont démontré que le filtrat acellulaire contenant le rétrovirus murin Graffi était en 
fait constitué de deux variants viraux (GV-1.2 et GV-1A). L'équipe du docteur Eric Rassart a 
aussi noté que les leucémies myéloïdes induites par le rétrovirus murin Graffi présentaient 
parfois des réarrangements au niveau des chaînes lourdes d'immunoglobulines (nI), 
caractéristiques des lymphocytes B ou bien au niveau des récepteurs TCR, caractéristiques 
des lymphocytes T et ont défini cela comme étant une « infidélité de linéage ». Dernièrement; 
Voisin et al. (2006) ont démontré qu'en fait le rétrovirus murin Graffi est un virus très 
polyvalent qui induit différents types de leucémies (Voisin et al. ,2006) dont les lymphoïdes 
(de type B et de type T) et non lymphoïdes (érythropoïdes, mégacaryocytes et myéloïdes). 
Cette grande variété de leucémies induites semble liée à la souche de souris (Balb/c, NFS ou 
FVB) et au variant rétroviral (GV1.2 ou GV1A). 
Trente tumeurs induites par le rétrovirus murin Graffi ont été étudiées par l'équipe du 
Dr. Eric Rassart dans le but de comprendre les mécanismes de la leucémogenèse ainsi que les 
gènes touchés et le rôle du MuLV Graffi dans cette transformation (Denicourt et al. , 1999). 
Parmi ces 30 tumeurs, 6 étaient réarrangées pour le gène c-myc, 1 pour le gène Spi-l/Pu­
l, 3 pour le gène Fli-l et 1 tumeur était réarrangée pour les gènes Pim-l et c-myc. Ces 
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données permettent de conclure que c-myc est le gène fréquemment réarrangé et se 
comparent aux les leucémies lymphoïdes de type B et T induites par le Mo-MLV ou le Fr­
MLV (Selten et al. , 1984; Corcoran et al. , 1984) et aussi dans le cas de leucémies 
myéloïdes aiguës (Strassburg et al. , 1992). 
Les pourcentages relativement faibles du réarrangement des gènes c-Myc (20%), Fli­
I (10%), Pim-I (3.3%) et Spi-IIPu-I (3.3%) montrent qu'il existe encore d'autres proto­
oncogènes cellulaires pouvant être impliqués dans la transformation par le rétrovirus Graffi. 
En effet, dernièrement un nouveau site commun d'intégration nommé Gris-I (pour Graffi 
intégration site 1) a été découvert dans les leucémies induites par Graffi. L'intégration d'un 
rétrovirus à son niveau provoque l'augmentation de l'expression d'une Cycline D2 tronquée 
(Denicourt et al. , 2003). 
Toujours dans le but de mieux caractériser le rétrovirus munn Graffi, d'autres 
recherches présentées en annexe ont été effectuées (Voisin et al. , 2006 ; Annexe A). Ces 
résultats montrent bien que la souche de souris NFS inféctée par le variant moléculaire 1.4 du 
rétrovirus Graffi est celle qui donne le plus de variations au niveau du type de leucémies. 
1.4 Les micropuces à	 ADN : Méthode d'analyse de l'expression génique 
des cellules de souris leucémiques et non leucémiques 
Cette révolution génomique offre de nouveaux outils pour l'étude de processus 
biologiques et complexes à l'échelle pan-génomique. La méthode des micropuces à ADN 
permet l'étude simultanée de l'expression de milliers de gènes et l'obtention d'une vue 
globale de l'expression génique (Deyholos et Galbraith, 2001 ; Geiss et al. , 2001). Un grand 
nombre de nouvelles applications est offert par cette technique. Ces applications sont, à la 
fois, fondamentales et cliniques. Les résultats obtenus par cette technique amènent les 
chercheurs à se poser de nouvelles questions afin d'essayer d'élucider certains mécanismes 
moléculaires complexes. Depuis longtemps, les biologistes utilisent des techniques de base 
afin de disséquer les phénomènes biologiques (Northem blots, Southem blots, ... ). Ces 
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techniques traditionnelles ne peuvent que résoudre des points très spécifiques témoignant de 
leur limitation. 
Afin d'étudier l'expression génique des cellules leucémiques et dans le but de 
déterminer les gènes fortement impliqués dans l'apparition et dans l'évolution du cancer, la 
technique de microarrays ou micropuce à ADN du système Affymetrix, s'avère d'un grand 
intérêt. 
Le principe de cette méthode est le suivant: la puce à ADN, proposée par la société 
Affymetrix, est une lame de verre qui contient certaines séquences représentatives des gènes 
de souris qui ont été déjà identifiés et où chaque gène est représenté par des oligonucléotides 
synthétisés directement sur un substrat solide par photolithographie. Chaque gène présent sur 
une puce à ADN destinée à des études d'expression, est représenté par un ensemble 
d'oligonucléotides mimant la séquence du gène. Ces oligonuc1éotides sont souvent choisis 
dans sa région 3', réduisant ainsi les risques d 'hybridations croisées avec des séquences 
homologues de ce gène. Ces oligonucléotides sont divisés en une série de 20 oligonuc1éotides 
qui sont homologues aux ARNm de la souris (notés séquences PM pour Perfect Match) et de 
20 oligonucléotides (notés séquences MM pour MisMatch) qui sont identiques aux 
séquences PM mais comportant le changement d'une seule base par son complémentaire au 
niveau de la position centrale 13. Ceci permet la détection des hybridations non spécifiques et 
aussi la quantification des ARNm fortement exprimés. 
La puce à ADN est d'abord hybridée avec des ARNm de tumeurs (provenant des 
cellules déjà triées) après qu'ils aient été convertis en ADN complémentaires (ADNc), qui à 
leur tour sont convertis en ARNc biotinylés. Ces derniers sont marqués avec un fluorochrome 
couplé à la streptavidine. Ensuite, la puce ou « chip» est scannée et l'hybridation des ARNc 
avec les oligonucléotides est détectée par l'émission d'une fluorescence dont l'intensité émise 
est proportionnelle au niveau d'expression de chaque gène (elle est d'autant plus forte qu'il y 
a de copies d'ARNm correspondant à chaque gène) (figure 1.6). 
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Figure 1.6 Principe de la méthode des micropuces à ADN « Microarrays ». 
Tiré de http://www.affymetrix.com/technology/ge analysi /index.affx 
1.5 Hypothèse de travail 
Le rétrovirus murin Graffi est un virus très polyvalent qui a la capacité d'induire 
différents types de leucémies. Il est constitué de deux variants rétroviraux (GV-1.2 et GV­
lA). Ainsi, en injectant l'un ou l'autre des clones de ce virus à différentes souches de souris 
nouveau-nées (Balb/c, NFS et FVB), nous pouvons nous attendre à obtenir des leucémies 
lymphoïdes de type T et B et des leucémies non lymphoïdes de type myéloïdes, érythroïdes et 
mégakaryocytaires. L'obtention d'un certain pourcentage de chaque type devrait dépendre de 
la souche de souris et du variant rétroviral utilisés. La souche NFS injectée avec le clone 
moléculaire GV-lA devrait pennettre l'obtention de plusieurs types de leucémies comme 
cela a été montré dans l'annexe A (résultats obtenus par Véronique Voisin). TI est connu que 
chaque lignée hématopoïétique exprime des marqueurs de surface qui lui sont bien 
spécifiques. Il serait donc possible de déterminer le type de leucémies induites par le 
rétrovirus chez chaque souris par la méthode de la cytométrie de flux et à l'aide d'anticorps 
reconnaissant certains marqueurs de surface. Il serait aussi possible, à partir de différentes 
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tumeurs, d'isoler une population leucémique pure et homogène par la technique du tri 
cellulaire par les billes magnétiques. 
Le but ultime de ce projet est l'analyse de l'expression génique des cellules 
leucémiques lymphoïdes T et B par la technique des micropuces à ADN pour mieux 
comprendre les mécanismes qui provoquent la dérégulation d'une cellule hématopoïétique. 
En utilisant cette technique, sur les ARN triés par la technique des billes magnétiques, nous 
devrions être capable d'étudier l'expression de plusieurs milliers de gènes à la fois. Nous 
nous attendons à voir apparaître des gènes fortement exprimés dans un seul type de leucémie 
(T ou B). Il se pourrait donc que ces gènes soient spécifiques au type de leucémie 
correspondant. Toutefois, cette différence pourrait aussi être reliée à une différence de 
linéage. Nous nous attendons aussi à récupérer des gènes qui se trouvent fortement exprimés 
dans les deux types de leucémies. Grâce à ces gènes, considérés comme communs aux 
leucémies T et B, il serait possible de classer les leucémies. 
Finalement cette technique pourrait mener à l'identification des changements au 
niveau de l'expression de certains gènes, ce qui pourrait être utilisé pour découvrir de 
nouveaux bio-marqueurs ainsi que pour essayer de mieux comprendre le mécanisme 
d'induction de la leucémie. 
CHAPITRE II 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
2.1 Rétrovirus murin Graffi 
Des cellules NIH3T3 en culture, infectées chroniquement par l'un des deux clones 
moléculaires GV-lA et GV-1.2 du rétrovirus murin Graffi, ont été mises en culture. Le 
surnageant de ces cellules, récupéré selon la méthode de « Rapid Harvest », contient les 
particules virales cOlTespondant aux deux variants rétroviraux. 
Les trois souches de souris que nous avons choisies sont les Balb/c, les NFS et les 
FVB/n auxquelles 100 ).11 (le titre viral est de 3.106 PFU pour GV-1.2 et de 1. 106 PFU pour 
GV-1A) de ce surnageant sont injectés par voie intra péritonéale à la naissance. L'âge de ces 
souriceaux ne doit pas excéder les 2 jours. La leucémie survient alors après une période de 
latence variable de quelques mois. 
2.2 Les organes tumoraux 
Les souris ayant atteint le dernier stade de la maladie sont euthanasiées et leurs 
organes hématopoïétiques tels que la rate, le thymus (lors d'un thymome), la moelle osseuse 
(à partir des os du fémur), le sang, ainsi que les ganglions (lorsqu'il y en a), sont extraits. 
D'autres organes sont aussi extraits comme le foie, les reins et le cerveau pour servir de tissus 
témoins. Une partie des organes (rate, thymus, ganglions, foie, reins et cerveau) est congelée 
à -80 oC pour une utilisation ultérieure. L'autre partie (rate, foie, moelle osseuse, thymus, 
ganglions, cellules sanguines) peut être utilisée directement. Les organes à analyser par 
cytométrie de flux et par tri sont choisis selon l'importance de la population leucémique qui 
s'y trouve. Cette importance est déterminée à l'autopsie de la souris. La même procédure a 
été appliquée pour les souris contrôles de l'ensemble des 3 souches Balb/c, NFS/n et FVB 
(Voir les tableaux 2.2 et 3.1 contenant les différentes souris contrôles analysées). Cependant, 
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les souris adultes montrent une involution de la taille du thymus. Pour cette raison, nous 
choisissons de sacrifier de jeune souris contrôles dont l'âge ne dépasse pas les trois mois. 
2.3 Les cellules leucémiques 
• Préparation des cellules pour analyse par cytométrie de flux 
La rate, le foie, le thymus, la moelle osseuse et les ganglions sont placés dans un 
milieu contenant du PBS (Phosphate Buffered Saline), 2% de FCS (Sérum de veau foetal) 
(pour éviter une internalisation des récepteurs de surface) et 0.1 % d' azide de sodium et les 
cellules sont séparées par broyage mécanique. Afin d'éliminer les érythrocytes, une 
exposition des cellules sanguines et des cellules de la rate à une solution de lyse (constituée 
de SOg de NH4CI (Chlorure d'ammonium), lOg de KHC03 (Bicarbonate de potassium), de 
3.7g de Na4EDTA (Ethylenediamine Tetraacetic Acid tétrasodique) et de 1000ml d'eau 
distillée) suivie d'une incubation sur glace pendant 5 minutes, sont nécessaires. Pour la rate et 
le sang, une première étape de centrifugation effectuée pendant 5 min à 500 x g suivie d'un 
lavage avec du PBS et d'une deuxième centrifugation pendant 3 min à 500 x g permettent de 
récupérer un culot de cellules vivantes. Le foie, le thymus, la moelle osseuse et les ganglions 
sont soumis à une seule étape de centrifugation pendant 5 min à 500 x g. 
L'ensemble des cellules provenant de tous ces organes est récupéré dans une solution 
contenant du PBS, 2 % de FCS et 0.1 % d'azide de sodium. 
• Préparation des cellules pour trier la population cellulaire désirée 
Le même protocole utilisé pour le foie, le thymus, la moelle osseuse et les ganglions 
est suivi. 
2.4 La cytométrie de flux (FACScan) 
L'intérêt de cette méthode utilisant l'appareil du FACScan (Becton Dickinson), est 
de distinguer et de séparer différentes populations cellulaires d'une même suspension 
31 
cellulaire. Plusieurs paramètres peuvent être étudiés dont la taille, la granulation et la 
fluorescence de chaque cellule. 
Protocole 
Les cellules présentes dans chacune des suspensions cellulaires provenant des 
différents organes tumoraux, sont réparties dans une série de tubes (106 cellules dans chacun). 
Dans ces tubes, les cellules sont marquées avec 0.4 f.ll d'anticorps (pour 106 cellules), dilués 
au 1I12Sème, conjugués avec l'un ou les deux fluorochromes suivants: la fluorescéine (FITC) 
et la phycoérythrine (PE). 
Le tableau 2.1 ci-après précise la liste des anticorps utilisés de la compagnie BD 
Biosciences Pharmingen : 
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Tableau 2.1 Différents anticorps utilisés pour l'immunophénotypage des leucémies 






CD3 Lymphocytes T 
CD90 Lymphocytes T 
CD4 Lymphocytes T 
CD8 Lymphocytes T 
CD19 Lymphocytes B 
CD45 Lymphocytes B 
Sca-l Cellules souches 
CD34 Progéniteurs 
C-Kit Cellules souches 
CD41 Mégakaryocytes 
CDllc Macrophages 
DX5 Cellules NK (Natural Killer) 
IP (Iodure de Propidium) Cellules mortes 
Pour éliminer les éventuelles fixations non spécifiques des différents anticorps employés, il 
est important de mentionner que des isotypes (anticorps «non réactifs ») sont aussi utilisés. 
Pour fixer chaque anticorps à sa molécule de surface spécifique, une incubation 
de 40 min sur glace et dans l'obscurité est nécessaire, suivie d'un lavage au PBS et d'une 
centrifugation à 10°C pendant 5min et à 500 x g. Enfin les cellules marquées avec les 
anticorps correspondant sont resuspendues dans du PBS pour être analysées par FACScan. 
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2.5 Le tri des cellules par la technique des billes magnétiques 
Les cellules présentes dans chacune des suspensions cellulaires provenant des 
organes tumoraux choisis sont incubées sur glace et à l'obscurité pendant 40 min, avec 
l'anticorps spécifique de la lignée leucémique. Nous avons adapté la quantité d'anticorps au 
nombre de cellules à trier pour obtenir un minimum de 107 cellules après tri. Après un lavage 
au PBS et une centrifugation pendant 6 min à 500 x g, toutes les cellules, dont celles qui ont 
fixé les anticorps, sont resuspendues dans une solution de PBS et dans une solution de PBS, 2 
% de FCS et 0.1 % d'azide de sodium. 
La première étape du tri consiste à rajouter 80 ul de cocktail d'anticorps, dilués 12.5 
fois, aux cellules préalablement marquées par l'anticorps spécifique de la population 
leucémique à récupérer. Par exemple, si les résultats obtenus par cytométrie de flux montrent 
que notre leucémies est lymphoïde de sous-type CD4+/CDS-, nous trions notre population 
avec l'anticorps CD4. L'ensemble des cellules marqueés et du cocktail d'anticorps est incubé 
une première fois pendant 15 min à température de la pièce puis une deuxième fois. Par la 
suite 40ul de billes magnétiques, dilués au 1I27ème, sont rajoutés. Ces billes vont reconnaître 
et fixer les anticorps contenus dans le cocktail d'anticorps. Pour récupérer la population 
leucémique désirée, et pour augmenter le volume de notre échantillon, le tube contenant tout 
le mélange est ajusté à un volume de 2.5 ml avec du PBS. Ce tube est par la suite mis en 
présence d'aimant pendant 5 minutes. C'est ainsi que les billes magnétiques qui sont fixées à 
la population que nous voulons récupérer vont se coller aux parois du tube. Quatre ou cinq 
lavages avec du PBS sont nécessaires pour se débarrasser des populations cellulaires non 
désirées qui sont présentes dans le surnageant. Un pourcentage de pureté supérieur ou égal à 
90% est obtenu suite à ces lavages. Une fois le tri effectué, les cellules contenues dans le 
PBS sont centrifugées à 2500 x g pendant 5 minutes à 4 oc. Finalement, pour extraire l' ARN 
à pal1ir de ces cellules, le culot est repris dans lml de Trizol (méthode du Trizol® 
(Invitrogen- Life Teclmologies) puis congelé à -80 oc. 
34 
2.6 Analyses en biologie moléculaire 
2.6.1 Etude de l'expression génique de quelques gènes par Northern Blot 
L'ARN est extrait par le Trizol selon la méthode suivante: un morceau de rate 
(environ 100 ng) est mis en présence d' 1 ml de Trizo1. L'organe est ensuite broyé grâce à 
l'appareil Utraturax pour obtenir un mélange homogène. On y rajoute un même volume de 
chloroforme suivi d'une incubation de 2 min entre 15 et 30 oC et d'une centrifugation 
pendant 15 min à 12000 x g et à 4 oc. La phase aqueuse contenant l'ARN cellulaire, est 
incubée dans l'isopropanol pendant 10 min entre 15 et 30 oc. L' ARN est ensuite précipité 
après centrifugation pendant 10 min à 12000 x g et à 4 oc. Le culot d'ARN est lavé avec de 
l'éthanol 75%. L'ARN ainsi purifié est centrifugé pendant 5 min à 7500 x g et à 4 
oc. Il est enfin redissout dans de l'eau «<RNase-free water») et incubé pendant 10 min à 55 
oc. La qualité de cet ARN est vérifiée au moyen d'un gel d'agarose à 0.8% dénaturant en 
présence de formaldéhyde. Il est ensuite transféré en conditions dénaturantes sur membrane 
de nylon (Fisher Scientific Co) et hybridé avec les sondes radioactives spécifiques d'une 
lignée cellulaire hématopoïétique donnée de la même manière que cité ci-dessous afin 
d'analyser l'expression des gènes correspondants. 
2.6.2 Hybridation de la sonde radioactive pour le Northern Blot 
La membrane contenant l'ARN transféré est pré-hybridée au minimum pendant 30 
minutes à 42 oC dans du tampon constitué de formamide 50%, de 20X SSPE (<< Saline 
Sodium Phosphate EDTA») (3 M chlorure de sodium (Nacl), 0.2 M phosphate de sodium 
monobasique (NaH2P04)), de Denhardt's 100 X (2% Ficoll, 2% tolyvinylpyrrolidone, 2% 
bovine sérum albumine (BSA)) et de SOS (Sodium dodecyl sulfate) 10%. Suite à cette 
première incubation, la membrane est hybridée pendant un minimum de 15 minutes à 42 oC 
avec un tampon d'hybridation constitué de formamide 50%, de 20 X SSPE, de Denhardt's 
100x, de SOS 10% et Dextran sulfate 50%. Après rajout de la sonde dénaturée, l'hybridation 
se fait pendant toute la nuit à 42 oc. Deux lavages de la membrane de 15 minutes sont 
effectués à 42 oC avec une solution de 2SSC (<< salin citrate de sodium ») (3M Nad, 0.3 M 
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sodium citrate). Un dernier lavage effectué pendant un minimum de 15 minutes à 65°C dans 
une solution de 2% SSC- 0.1 % SDS est nécessaire pour éliminer les sondes non fixées à la 
membrane étant donné que c'est la solution de lavage la plus astringente. Finalement, la 
membrane est exposée à un écran Phosphorlmager (Kodak). 
2.7	 Les micropuces : Méthode d'analyse de l'expression génique des cellules 
leucémiques et non leucémiques 
En raison de l'inexistence de l'équipement nécessaire, cette partie n'a pas pu être 
réalisée à l'UQAM. Elle a été réalisée au Centre Génomique de Montréal (à l'Université de 
McGill) en collaboration avec le docteur Tom Hudson. 
La compagnie Affymetrix fournie un «set» nommé «The Genechip® Mouse 
Genome 4302.0 Array set» qui pennet d'analyser plus de 39000 transcrits par puce. Toutes 
les infonnations concernant les séquences utilisées par Affymetrix dérivent du GenBank®, 
du dbEST et du Ref Seq. Les séquences clusters ont été créés à partir de la banque de 
données UniGene (Build 107, June 2002) et des séquences du génome de la souris à partir du 
Whitehead Institute for Genome Research (MGSC, April 2002). Panni les 39000 transcrits se 
trouvent plus de 34000 gènes murins qui ont été bien caractérisés sur le plan biochimique et 
moléculaire. Ainsi, la compagnie Affymetrix a choisi des gènes de séquences connues ainsi 
que des EST (<<Expressed sequence tag») et a créé des «ProbeSets » pour chaque transcrit 
(une probeset est représentée par une série de Il à 20 oligonucléotides resprésentant un gène 
donné). Pour cette raison, le nombre total de «ProbeStets » représentés sur une micropuce à 
ADN est supérieur à 45000 (cela veut dire, que par gène, plusieurs «ProbeSets» sont 
utilisées pour le même transcrit dans le but, d'une part de servir comme un moyen pour 
confinner le niveau d'expression d'un gène représenté par plus d'une «probeSet» et d'autre 
part pour identifier de nouveaux transcrits épissés ou bien des transcrits épissés déjà connus). 
Deux logiciels sont utilisés: le « GeneChip Scanner 3000 » qui pennet une haute résolution 
de scannage et le« GeneChip Operating Software (GCOS) vI. 1.1 »(qui inclut le« GeneChip 
Scanner 3000 High-Resolution Scanning Patch »). 
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Le protocole décrit par Affymetrix, nécessite lU1e quantité d'ARN supérieure ou 
égale à 1 I!g. Suite à l'étape de purification de l'ARN extrait à partir des cellules que nous 
avons trié, ce dernier est envoyé au Centre Génomique de Montréal où il a été converti en 
ADN complémentaire et biotinylé pour servir comme sonde sur les micropuces (Voir la 
figure 2.1 ci-dessous). 
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One-Cycle Target Labeling 
(for 1-15 ~g total RNA or 0.2-2 ~g mRNA) 
Prodvcts 
used To'al RNA Sample 
Approximatc 
ExperimentTimo 
5' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 AAAAA 3' 
Poly-ARNA Poly-A RNA POly-A RNA Contrais 
Control Kit Control addition 
T7 - Oligo(dT) Primer 
3' TTTTT - _ 5' 1.5 haurs 
1 1 1 1 AAAAA 3' 
One-Cycte -\!"~d=!.!=d~-.JJoL.l.Lo----'-,Jn",-JJ,oTTTTT - _ 5' 
cDNA 
Svnthesis 
Krt 2 haurs 
Sample 
Cleanup Cloanup of double-stranded cDNA 0.5 haurs 
Module 
__ BiotinvlatedBiotin labelîng of antisense cRNA 4 haurs­Ribonucleotide overnÎghtIVf Analog 
Labeling Kit ~ ~ ~.

1 1 1 1 u·u u·u U 5' 
Cleanup of biotinylated cR NA 0.5 haursSemple 
Cleanup 
Module Fragmentation 1 hour 
Hybridizal~on 
Control Kit 
Hybridization 16 haurs 
St reptavid in-phycoerythrin 
.........- BiotÎnylated anti-streptav,dln 
, antîbody
Washing/Staining 1.6 houl's 
Scanning -< 12 minutes 
Legend 
1 1 1 1 1 RNA [J U U Il il DNA - T7 promolcr • SiOlin U'- Pseudouridine 
Figure 2.1 Schématisation des différentes étapes nécessaires pour la préparation et 
l'hybridation des fragments d'ARN sur les micropuces à ADN. Ce protocole est 
réalisé pour une quantité d'ARN qui varie entre 1 et 15 ug d'ARN total ou bien entre 0.2 et 2 
ug d' ARNm. Tiré de : 
http://www.affymetrix.com/products/reagents/specific/one cycle target control.affx 
Pour pouvoir comparer les deux types de leucémie (T et B) entre elles, nous avons 
utilisé trois « puces », une « puce» par souris et par leucémie selon le tableau 2.2 de 
planification suivant: 
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Tableau 2.2 Caractéristiques phénotypiques des échantillons analysés par les 
micropuces à ADN 
Type de cellules Type de leucémies Nombre de « chip » 
CD4+ CD8­
Lymphocytes T CD8+ CD4- 3 « puces» (1 par souris) 
leucémiques CD4+ CD8+ 
CD45R 10w / CD 19+ 
Lymphocytes B CD45R+ / CD19+ 3 « puces» (1 par souris) 
leucémiques CD45R+ / CD19+ / SCAl+ 
Lymphocytes T non CD4+ CD8+ 1 « puce» 
leucémiques 
Lymphocytes B non CD45R+ / CD19+ 1 « puce» 
leucémiques 
Nous avonS envoyé l'ensemble de ces échantillons au Centre Génomique de Montréal dans le 
but d'étudier l'expression différentielle des gènes au niveau des leucémies induites par le 
rétrovirus murin Graffi. 
Pour des raisons budgétaires, il nous était impossible d'utiliser trois puces pour chacune 
des trois leucémies T et pour chacune des trois leucémies B d'autant plus que ce projet est 
co-réalisé avec Véronique Voisin qui elle-même a utilisé trois puces pour chacune des 
leucémies érythroïdes, mégakaryocytaires et une puce pour une leucémie myéloïde en plus 
d'une puce contrôle pour les trois leucémies érythroïdes. 
Il est important de noter que de très nombreuses données sont obtenues après analyse par 
la méthode des microarrays. Il a été donc nécessaire de trier toutes ces informations. A cet 
effet, plusieurs méthodes sont disponibles dont le classement hiérarchique en clusters qui a 
pour but, entre autres, de regrouper les gènes exprimés de la même manière dans différents 
types de leucémies. Nous avons eu recourt, entre autres, à un programme d'analyse statistique 
nommé RMA (Robust multichip average) afin de mieux nous assurer de la validité de nos 
résultats. 
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2.8 RMA et sélection des gènes 
L'analyse des résultats obtenus a été réalisée à l'aide d'un outil informatique nommé 
RMA. Ce dernier nous a pelmis d'évaluer le ratio du log entre les cellules leucémiques T et B 
et leur contrôle respectif. En d'autres termes, pour chaque gène, Affymetrix nous présente le 
niveau de son expression sous la fOime d'un nombre, logarithmique (voir l'exemple dans 
tableau ci-dessous). Grâce à ce nombre il est possible de savoir si un gène est faiblement ou 
fortement exprimé dans une leucémie par rapport à son contrôle en appliquant la formule 
suivante: 
log A - log B = log (AIB) 
Exemple 
Nos résultats ont montré que les valeurs logarithmiques d'expression du gène Mettll 
(methyltransferase-like 1) étaient de 4.12 pour le contrôle T et de 6.46 pour la leucémie TL 
Afin de dételminer si le gène Mettll est sur ou sous exprimé dans les leucémies T (Tl) par 
rapport au contrôle T (CT) et aussi pour déterminer la valeur de cette sous ou sur expression, 
nous appliquons la formule précédente. Cela donne: 
Tl - CT = log (Tl/CT) 
Or Tl - CT = 6.461847154 - 4.128692913= 2.333154241 
Cela revient à dire que: log (Tl/CT) = 2.333154241 
Donc Tl/CT = 5.04 
Ainsi, le gène Mettll est environ 5 fois plus exprimée (5.04 fois) dans la leucémie Tl 
par rapport au contrôle T (CT). 
Au cours de la première sélection et en appliquant le raisonnement précédent: 
nous avons choisi les gènes variant au minimum de 4 fois entre les 3 leucémies T par 
rapport au contrôle T. Ceux-ci ne doivent pas varier plus de 1.5 fois entre les 3 
leucémies B par rapport au contrôle B. Ces gènes ont été considérés conune étant 
spécifiques aux leucémies T; 
nous avons choisi les gènes variant au minimum de 4 fois entre les 3 leucémies B par 
rapport au contrôle B. Ceux-ci ne doivent pas varier plus de 1.5 fois entre les 3 
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leucémies T par rapport au contrôle T. Ces gènes ont été ainsi considérés comme 
étant spécifiques aux leucémies B. 
nous avons choisi les gènes variant au minimum de 4 fois entre \es 3 leucémies T par 
rapport au contrôle T et aussi entre les 3 leucémies B par rapport au contrôle B. Ces 
gènes seraient communs aux leucémies T et B. 
Suite à cette première sélection, nous avons réalisé une recherche bibliographique 
dans le but de trouver des gènes: 
qui seraient impliqués dans d'autres types de cancers mais qui ne le seraient pas 
encore dans les leucémies; 
qui n'auraient jamais été associés ni aux cancers ni aux leucémies mais qui seraient 
nécessaires au bon fonctionnement de l'organisme; 
auxquels aucune fonction n'ait été associée. 
2.9	 Sélection de quelques gènes pour confirmer le résultat obtenu par les 
micropuces à ADN 
Afin de valider le résultat obtenu suite à l'analyse par la technique des micropuces à 
ADN, nous avons sélectionné 7 gènes (Tableau 2.3). Ces derniers ont été choisis à partir de 
l'ensemble des gènes issus de la recherche bibliographique. C'est ainsi que nous nous 
sommes intéressés à ceux dont l'expression se trouve plus spécifiquement dérégulée au 
niveau des leucémies lymphoïdes. En d'autres termes, les leucémies lymphoïdes et les 
leucémies non lymphoïdes peuvent exprimer les mêmes gènes puisqu'ils proviennent de la 
même cellule souche. Nous avons donc amélioré nos paramètres de sélection et notre 
stratégie de telle sorte que la dérégulation de l'expression des gènes sélectionnés soit le plus 
que possible spécifique aux leucémies lymphoïdes et ne soit pas commune avec les leucémies 
non lymphoïdes. Ceci a été possible à réaliser étant donné que cette étude a été réalisée en 
parallèle avec l'étude des leucémies non lymphoïdes (menée par Véronique Voisin). Ainsi, 
pour sélectionner ces gènes, nous avons calculé la moyenne d'expression de chaque gène au 
niveau de tous les échantillons (leucémies et contrôles). Ces échantillons sont constitués des 3 
leucémies T, des 3 leucémies B, des contrôles T et B et aussi de ceux qui font partie du projet 
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de Véronique Voisin soit, une leucémie myéloïde, 3 leucémies mégakaryocytaires, 3 
leucémies érythroïdes et un contrôle érythroïde. Par la suite, pour chacun de ces gènes et pour 
chacun des ces échantillons, nous avons soustrait la valeur de son expression de celle de la 
moyenne. 
Tableau 2.3 Gènes sélectionnés pour valider le résultat des micropuces à ADN 
Gènes Nombre de Nombre de Positionnement de la 
couples transcrits séquence Affymétrix par 
d'amorces représentant rapport aux transcrits 
pour un le gène 
même gène (Ensembl) 
Spécifiques aux Meul! 1 1 Englobe plusieurs exons 
leucémies T NLN 1 2 - 1er transcrit: répartie sur 
trois exons ; 
- i me transcrit: une partie 
englobe deux exons et une 
partie se trouve au niveau du 
UTR du côté 3' 
Spécifiques aux Antl2 2 1 Au niveau du UTR du côté 3' 
leucémies B Gmp6a 2 1 Au niveau du UTR du côté 3' 
Sur-exprimés Neil3 2 1 entre deux exons 
dans les 
leucémies T et B 
Celsr! 1 1 Au niveau du UTR du côté 5' 
Sous-exprimés Dirc2 2 1 Englobe une partie du dernier 
dans les exons et une partie du UTR du 
leucémies T et B côté 3' 
Comme le montre ce tableau, nous avons choisi deux gènes spécifiques aux leucémies T et 
deux autres spécifiques aux leucémies B. L'ensemble de ces 4 gènes se trouve sur- exprimé 
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dans les leucémies par rapport à leurs contrôles. Nous avons aussi sélectionné des gènes 
communs aux leucémies T et B et qui sont soit sur-exprimés (2 gènes) soit sous- exprimés (1 
gène) par rapport aux contrôles T et B. Au niveau de la 3ème colonne, nous avons indiqué le 
nombre de paires d'amorces utilisées par gène. Par ailleurs et au niveau de la 4ème colonne, 
nous avons déterminé le nombre de transcrits existant pour chaque gène (disponible dans le 
site Ensembl). La compagnie Affymétrix met à la disposition des chercheurs la séquence 
qu'ils ont utilisée pour représenter chaque gène. En comparant cette séquence avec la 
séquence du transcrit du gène correspondant en utilisant le programme NCBI BLAST, nous 
pouvons déterminer l'emplacement exact de la séquence Affymétrix par rapport au transcrit 
(Sème colonne). 
Finalement, nous avons testé le niveau d'expression de 7 gènes (Mettil, NIn, Arntl2, 
Gpm6a, Neil3, CelsrI, Dire2) par RT-PCR. Afin de déterminer le niveau d'expression de 
tous ces gènes, nous avons utilisé les mêmes séquences qu' Affymétix a utilisé pour 
représenter l'ensemble des gènes présents sur la puce à ADN. Ces séquences sont disponibles 
sur le site Affymetrix (https://www.affymetrix.com). Pour certains gènes (Arntl2, Gmp6a, 
Neil3 et Dire2), nous avons été contraints de commander deux paires d'amorces: 
Pour les gènes Arntl2 et Gmp6a, et d'après la banque de données Ensembl, la 
séquence Affymetrix se situait au niveau de la région du UTR du côté 3' (voir les 
figures 2.2 et 2.3). Ainsi, pour le gène Arntl2, nous avons choisi une première paire 
d'amorce avec un oligonucléotide sens situé au niveau de la séquence Affymétrix et 
un autre anti-sens localisé au niveau du dernier exon du transcrit. La deuxième paire 
d'amorce était positionnée au niveau de la séquence Affymétrix. Pour le gène 
Gmp6a, nous avons placé la première paire d'amorce au niveau de la séquence 
Affymétrix alors que la deuxième était située au niveau de deux exons du transcrit de 
ce gène. 
---~"r·".n·--i-~ g Ensernbl trans. Arnt 12 -) 
En~c~bl Kno~ Protci~ Codin~ 
E)Blast nits Séquence Affymétrix ---.~ 
Figure 2.2 Localisation de la séquence Affymétrix au niveau du transcrit du gène 
Arntl2. Ceci a été déterminé grâce au programme Ensembl. 
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l:l tnsellllll trans. ~ -I.....-.....--~ 
(lp"-;;;" -) 
En""'.... 1 Kno.... p/"o-\.~ il> Co"in~ 
l3 Blast hits: Séquence Affymétrix • 
Figure 2.3 Localisation de la séquence Affymétrix au niveau du transcrit du gène 
Gpm6a. Ceci a été détenniné grâce au programme Ensembl. 
Pour le gène Neil3, comme le montre la figure 2.4. A, la séquence Affymétrix se 
situe entre deux exons. Nous avons donc consulté un autre programme appelé UCSC 
pour voir si notre séquence ne correspondait pas plutôt à un autre transcrit épissé qui 
n'était pas disponible sur le site Ensembl. Effectivement, un autre transcrit de ce gène 
correspondait à notre séquence Affymétrix est noté AK031027. Ainsi, nous avons 
positionné une première paire d'amorce au niveau des deux exons du transcrit 
disponible sur le site Affyrnétrix et encadrant la séquence Affymétrix et nous avons 
positionné une deuxième paire d'amorce au niveau de la séquence Affymétrix elle­
même. 
(A) 
g Blast hits M--' Séquence Affymétrix 
g Ensf~bl trans. ~.......MJr--~_~---t"I···"-""""·(­ .m 
[~,t'~J lMu\ ~hl~ (~jl~, 
(B) 
chr8: 1 550900001 55095000' 55100000.' 551050001 551100eel 551150001 5512000el 551250001 
f1ff'ymetr;x Mouse-"30_2 Array 
1'I2~06L<lt .fI lEt 1f 1(( E1 e1 i! 1 EIlE (1 (1 (II El 4i 1(1 E1 e (4 quq:j' lit lE f 1(1 (1 t l:i: tE 1((( 1(i {l {Il Ei i II [(~ (1 (1 lE (~, ( 
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Figure 2.4 Localisation de la séquence Affymétrix au niveau du transcrit du gène 
Neil3. Ceci a été détenniné (A) : grâce au programme Ensembl et (B) : grâce au programme 
UCSc. 
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Une partie de la séquence Affymétrix du gène Dire2 se trouve au niveau de la région 
UTR du côté 3' (Dire2 est un gène anti-sens). L'autre partie se trouve au niveau de 
l'exon en juxtaposition avec le UTR (Voir la figure 2.5). Nous avons donc choisi une 
première paire d'amorce au niveau des deux derniers exons du transcrit afin 
d'encadrer la séquence Affymetrix et une seconde au niveau de cette séquence elle-
même. 
Blast hi ts i .-:- Séquence Affymétrix 
~""""'" 
gEnsembl trans. (- Dire? 
u,~l i_ P..I.i. Co<;" 
Figure 2.5 Localisation de la séquence Affymétrix au niveau du transcrit du gène 
Dirc2. Ceci a été déterminé grâce au programme Ensembl. 
Dans le tableau 2.3 se trouve l'ensemble des 7 gènes sélectionnés pour confirmer le 
résultat des micropuces à ADN. 
2.10 La Reverse Transcriptase-PCR (RT-PCR) 
L'ARNm est d'abord extrait à partir des organes congelés selon la méthode du Trizol 
déjà décrite, ensuite purifié (Kit RNeasy®. QIAGEN) puis rétro-transcrit en ADNc selon le 
protocole Omniscript (QIAGEN). 
Brièvement, pour un volume final de 20 fll, 50 ng à 2 flg d'ARNm sont rétro­
transcrits avec 4 unités de l'enzyme Reverse-Transcriptase dans du tampon spécifique à cette 
enzyme (offert par le Kit de la reverse transcription) en présence de 50 mM de chacun des 
dNTP (10 mM) et de 1 flM d'un Oligo-dT comme amorce. Le tout est incubé pendant 1 
heure à 37 oc. L'inactivation de la Reverse Transcriptase se fait pendant 5 min à 93 oc. 
L'expression de chacun des gènes candidats est vérifiée par PCR selon le protocole 
Ornniscript. Ainsi l'ADNc obtenu par rétrotranscription est amplifié en présence d'amorces 
spécifiques choisies pour chacun des gènes à l'aide d'une Taq polymérase (2.5 Unités) et de 
dNTP. Parallèlement, un contrôle interne représenté par l'actine (<<House Keeping gene») est 
amplifié aux fins de normalisation. Pour exclure toute amplification résultant d'une 
contamination de l'ARN par de l'ADN génomique, un contrôle négatif sans produit de la 
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Reverse Transcriptase (c'est à dire sans ADNc) a été réalisé. Les amorces faisant entre 20 et 
30 pb ainsi que le cycle thermal de la PCR sont spécifiques à chacun des gènes que nous 
allons amplifier. Les produits de PCR obtenus sont séparés sur des gels de type non 
dénaturants. 
2.10.1 Quantification du niveau d'expression des gènes GATA-1, GATA-2 et 
GATA-3 par Reverse Transcriptase-PCR semi-quantitative 
Afin d'étudier le niveau d'expression des gènes GATA-l, GATA-2 et de GATA-3, 
l'ARN total de la rate a été extrait. Chacun de ces gènes est spécifique d'une lignée 
hématopoiétique donnée. Une RT-PCR semi-quantitative a été réalisée grâce aux 
oligonucléotides spécifiques à chacun de ces gènes (GA TA -1 : 5' ­
CCAGTGITCCCATGGATITI-3' (sens), 5'-TAGAGTGCCGTCITGCCATA-3' 
(antisens); GATA-2: 5'-TAACAGGCCACTGACCATGA-3' (sens), 5'-ACCACCCT­
TGATGTCCATGT-3' (antisens) et GATA-3: 5'- CCAAGAGCAGCTCCITCAAC-3' 
(sens), 5'- TTCAGTGGTTGGAATGCAGA-3' (antisens). Comme contrôle interne, nous 
avons choisi l'actine dont les amorces sont: 5'-TGACGGGGTCACCCACACTG-3' (sens), 
5' -CTAGAAGCATITGCGGTGCA-3'. 
Pour chaque paire d'amorce, la mise au point de la RT-PCR semi-quantitative a été 
réalisée en testant différentes quantités d'ARN, différentes températures et différents cycles. 
Les cycles de PCR sont constitués de : 
• 94oC pendant 3 minutes; 
• 94°C pendant 45 secondes; 
• Température d'appariement variable selon l'amorce utilisée, pendant 45 secondes; 
• noc pendant 30 secondes; 
• noc pendant 10 minutes (pour l'actine: noc pendant 3 minutes). 
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Les températures d'appariement utilisées pour chaque paire d'amorces amSl que les 
cycles sont présentés dans le tableau 2.4 : 
Tableau 2.4 Différentes températures et différents cycles utilisés pour chaque paire 
d'amorce 
TM (oC) Nombre de cycles 
GATA-l 55.1 27 
GATA-2 61.1 25 
GATA-3 56.2 24 
Actine 56.7 23 
La quantification de l'expression des nos gènes a été réalisée grâce au programme 
Quantity One. Ce dernier permet de déterminer la densité de chaque bande. Le ratio de 
densité que nous avons obtenu a été calculé à l'aide de la formule suivante: 
(Densité d'un gène - Densité du background) / (Densité de l'actine - Densité du background) 
Ce ratio nous a permis de normaliser nos valeurs et de comparer l'expression de 
chaque gène entre différents types de leucémies. 
2.10.2 Confirmation du résultat des micropuces par Reverse Transcriptase­
PCR 
Cette RT-PCR a été réalisée avec des amorces spécifques de chacun des gènes 
sélectionnées. Ces amorces sont présentées au niveau du tableau 2.5 : 
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Tableau 2.5 Séquence des paires d'amorces utilisées pour chacun des 7 gènes testés 
par RT-PCR 
Gènes Paire d'amorces 
Sens Antisens 
Mettll 5'-TCGGACTATGTGCAGGACAG-3' 5'-CACATCCACTCATGCAGCTC-3' 
Nin 5'- TTGACCAGTCCCTCCATACC-3' 5'- CCCAGGCTTCAGGATTAGGT-3' 
Amt12.1 5'-CCTGGGGACTTC-AGTGACAT-3' 5'-CTGTCACCTGAGCTGCATTC-3' 
Arnt12.2 5'-CCCTAAAATCATGAGGCAATG-3' 5' -CTGTCACCTGAGCTGCATTC-3' 
Gmpa6.1 5'-TGGACCAAATTICGTGTTIG-3' 5'- CATGCCACAGAAACGCTAGT-3' 
Gmpa6.2 5'-GTTCATTGTGGCACTIGCTG-3' 5' -CGCTCTITGGAGCGAGTAGA-3' 
Neil3.1 5'-GGTGGAA-AGCCAACAGAGAG-3' 5' -GAATGCTGAAATCCCGAGTC-3' 
Neil3.2 5'-GACCTCCGTAAAAGTGCTTCA-3' 5' -ATGCCCAATTIGATGTAGGC-3' 
Celsrl 5'-GTCTGAATCAGGTCCCCAAA-3' 5'-ACTGAAGCTCCCCTGTGCTA-3' 
Dirc2.1 5'-TCTGTGCTTCAGGGAATCCT-3' 5'-ACATCCTCACGACACTCACG-3' 
Dirc2.2 5'-ACATGCAATGGGAGAAAAGG-3' 5' -TCAGCTCATCAGTGGGTCAG-3' 
Comme contrôle interne, nous avons utilisé l'actine. 
Le profil thennal de la PCR est constitué de : 
• 94°C pendant 3 minutes; 
• 94°C pendant 45 secondes; 
• Température d'appariement variable selon l'amorce utilisée, pendant 45 secondes; 
• noc pendant 30 secondes; 
• noc pendant 10 minutes (pour l'actine : noc pendant 3 minutes). 
La température d'appariement et le nombre de cycles que nous avons utilisés pour 
l'ensemble des gènes sélectiOlmés étaient de 56 oC et de 30 cycles respectivement, alors que 
pour l'actine, ils étaient de 56.7 oC et de 23 cycles. 
CHAPITRE III 
RÉSULTATS 
3.1 Caractérisation des leucémies 
Plusieurs critères ont été utilisés pour caractériser les différents types de leucémies 
observées: signes cliniques et morphologie des tissus, immunophénotypage par l'appareil du 
FACSvantage et analyse moléculaire. 
3.1.1 Analyse des signes cliniques chez la souris et de la morphologie des 
organes 
Tel que décrit par Ru et collaborateurs (1993), nous avons pu confirmer que les 
souris inoculées avec l'un ou l'autre des deux variants rétroviraux du rétrovirus murin Graffi 
(GY-1.2 ou GY-lA) développent la leucémie après une période de latence plus longue pour 
GY-lA. Effectivement et malgré le fait que nous n'avons analysé qu'une souche de souris 
inoculée avec GY-1.2, le tableau 3.1 montre que la souche Balblc injectée avec GY-1.2 
présente un temps de latence plus court (souris Cc64.1: 47 jours) par rapport à toutes celles 
injectées avec GY-lA (souris Cc60.1 : 83 jours, souris Cc60.5 : 120 jours et souris Ccn.3 : 
187 jours). Nous avons observé que, pour ces souris, les signes cliniques apparaissent d'une 
façon subite et non progressive. Cela veut dire que les signes commencent à être observés 
juste quelques jours avant qu'elles n'atteignent le stade terminal de la maladie. Selon que la 
leucémie est lymphoïde ou non lymphoïde, les signes cliniques du premier type sont 
représentés par l'apparition de gros ganglions ou de thymome se h'aduisant par une 
respiration lente et difficile. Le second type de signes est souvent caractérisé par 
l'observation d'une anémie sévère révélée par l'hématocrite s'accompagnant de l'apparition 
d'oreilles blanches. Comme le montre le tableau 3.1 (colonne 7), la morphologie des organes 
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internes de ces souris est très hétérogène. Généralement, que ce soit pour les leucémies 
lymphoïdes ou non lymphoïdes, la taille de rate et du foie se développent beaucoup plus 
qu'une rate ou qu'un foie d'une souris normale et prelU1ent une couleur variant entre le rouge 
pâle, le rouge et le rouge foncé. Quelques fois, des tâches blanches peuvent être observées au 
niveau de ces deux organes. Dans le cas d'une leucémie lymphoïde de type T nous pouvons 
observer que le développement d'un thymome est souvent accompagné de l'apparition de 
ganglions lymphatiques, tandis qu'en cas d'une leucémie lymphoïde de type B, l'apparition 
des ganglions ne s'accompagne pas de l'apparition de thymome. L'hématocrite des souris 
ayant développé une leucémie de type T est beaucoup plus élevé (entre 32 et 60%) que celui 
des souris ayant un autre type de leucémie spécifiquement lorsqu'il s'agit d'une leucémie 
érythroïde (entre 10% et 30%) ou mégakaryocytaire (moins que 15%). Parfois, lorsqu'il 
s'agit d'une leucémie biphénotypique ou bien d'une leucémie mixte, nous pouvons observer 
certaines anomalies soit au niveau du cerveau (qui peut devenir soit bombé (souris Cc57.8) 
soit sanglant (souris Cc58.3)) soit au niveau des reins (qui prennent une couleur pâle (souris 
Cc57.3) ou en augmentant de taille (souris Cc57.5)). 
3.1.2 Analyse des cellules leucémiques par cytométrie de flux 
Afin de caractériser le type de leucémie, nous avons immunophénotypé, par 
cytométrie de flux, trois organes hématopoïétiques pour chacune des souris analysées. La rate 
et la moelle osseuse sont considérées comme étant des organes essentiels à analyser 
puisqu'une splénomégalie est toujours observée après injection du rétrovirus murin Graffi 
pour toutes les souris. Il en va de même pour le sang. Il est à noter qu'il est possible de 
remplacer ce dernier par le thymus ou par les ganglions selon leur présence ou non et selon 
l'importance de leur taille. Dans le cadre de ce travail, nous nous sommes limités à l'analyse 
d'une trentaine de souris. Comme le montre le tableau 3.1 (colonne 8) ci-après, les 
phénotypes que nous avons obtenus étaient très diversifiés dépendamment de la souche de 
souris utilisées. Ce tableau témoigne de la complexité et de la diversité des leucémies 
induites par le rétrovirus murin Graffi. Ces leucémies peuvent être lymphoïdes ou non 
lymphoïdes. Bien que le nombre d'échantillons ne soit pas très élevé pour chaque type de 
souris injectée avec GY-1.4, nous avons pu déterminer la proportion de chaque type de 
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leucémie. La souche Balb/c donne un pourcentage élevé de leucémies lymphoïdes (75% de 
type T) et une faible part de leucémies bi-phénotypiques (25%). La souche FVB/n donne un 
pourcentage élevé de leucémies non lymphoïdes (80% de leucémies érythroïdes) et un faible 
pourcentage de leucémies mixtes (20%), alors que dans la souche NFS injectée avec GV-1.4, 
nous avons observé la prédominance de leucémies mixtes et bi-phénotypiques formées de 
leucémies E(Mk), E(B), BT, T(M), M(Mk), M(c-Kit), BMk. Le reste était formé à 
concurrence de 23% de leucémies de type T, d'environ 7.7% de chacune des leucémies 
érythroïdes (E) et myéloïdes (M). Deux souris parmi les 30 avaient développé des pathologies 
autres que les leucémies se traduisant par une paralysie des membres postérieurs et d'un 
disfonctionnement du système urinaire. Des souris non infectées par le rétrovirus murin 
Graffi (5 souris notées par « Cc » pour contrôle) ont aussi été analysées pour chacune des 
souches de souris et ont servi comme souris contrôles. 
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Tableau 3.1 Liste des souris étudiées et des caractéristiques des tumeurs induites par 
le virus Graffi 
Souche N de Injectées Sexe Période Signes cliniques et Type 
de 
souris 
Souris par de latence morphologie des de leucémies 
GV GV (jours) organes internes 
1.2 lA 
CcGO.l x F 83 R: (2+) rouge 
G : (2+) partout 
Thy: (3+) 
F: (2+) gonflé 
Balb/c s: GO% 
CcGO.5 x F 120 R : (4+) très foncée Biphénotypique : 
G: (2+) partout TM: 
Thy : (1.5+) assez CD3, CD90, CD4, 
petit Macllow 
F: (2+) rouge (triée avec CD4) 
S: 45% 
Cc64.1 x F 47 R : (3+) rouge foncé 
G : (2+) partout 
Thy: (3+) gros 
F:(I+)normal 
S: 45% 
Cc77.3 x F 187 R : (5+) rouge 
G : (1 +) sur les côtés 
Thy: (3+) 
F=gros 









Cc55.2 x F 118 R: (2+) rouge 
F: (3+) énorme 
S: 10% 
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FVB/n Cc59.l x F 104 R : (5+) 
G : (3+) partout 
F: (4+) énonne 
S: 30% 
Cc59.2 x F 99 R : (3+) rouge 
F: (4+) granuleux 
S: 20% 
Cc59.5 x M 92 R : (3+) rouge Mixte 
F:(I+)nonnal BMk: 
Reins: pâles C045R, Mk, c-Kit 
S: 5% 
Triée avec CO 41 
Cc62.2 x F 43 R : (2+) assez pâle 
F: (3+) granuleux 
Contrôle 
CeOI 
Cc57.1 x 105 R: (4+) pâle, 
granuleuse 
G: (3+) partout 
Thy: (3+) 
F : (4+) infiltré 
Cc57.2 x lOS R : (4+) blanche, 
granuleuse 
NFS G : (2+) partout 
Thy: (3+) 
Foie: (4+) infiltré 
S: 35% 
Cc57.3 x M 112 R : (3+) rouge foncé Biphénotypique 
F: (3+) infiltré E(Mk) : 
Reins: pâles TerI 19, C071, 
S: 15% c-kit low, 
scallow 
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Cc57.5 x M 137jours R: (3+) rouge 




Foie: (1.5+) normal 




(triée avec Mac-I) 
Cc57.6 x M 155 R : (3+) rouge 
G : (3+) surtout au 
Mixte 
E(B) : 
niveau des intestins 
Thy: (2+) 




Teri 19, CD71, 




Cc57.8 x F 168 R: (3+) pâle 
F : (2+) non infiltré 
Mixte 
BMk: 
avec des tâches 
blanches 




M ,Mk, Mael, 
Gr!, CD41 












F : rouge foncé 
S: 32% 








- Thymus: T 
(pas au stade 
terminal ou pas 
invasive) 
Cc58.5 x M 179 R : (3+) rouge foncé 
F: (1.5+) pâle 
Mixte 
MMk: 
S: 8% Mael, c-kit, CD41 
(triée avec Mac-1) 
54 
Cc58.6 x F 187 R: (4+) foncée MMkmixte: 
G: (1+) sur les côtés 
F:(l+)pâle Mael, Grl, CD4l, ckit 
Riens: (2+) très pâles 
S: 7% 
Cc61.1 x F III R : (2+) pas très Mixte 
infiltré B+Még 
G : (3+) partout (Rate et Thymus) 





Cc6l.2 x F 163 R: (4+) infiltré Mixte 
F : (2+) pas très MMk(B) : 
infiltré Mael, Grl, CD41, 
Riens: pâles c-kit, CD45R, 
Scal 
S: 10% 
Cc76.1 x M 234 R : (5+) rouge, un 
peu granuleuse • 
F: (3+) avec des 
tâches blanches 
S: liquide 








F - - -
Cc05 
Ce tableau représentant les différentes souris analysées, les variants rétroviraux injectés, le 
temps de latence, les signes cliniques et la morphologie des organes ainsi que les résultats 
obtenus par cytométrie de flux. Abréviation: R, rate; Thy, Thymus; G, ganglions; F, foie; 
C, cerveau; S, sang; T, leucémie lymphoïde de type T; B, leucémie lymphoïde de type B ; E, 
leucémie érythroïde; M, leucémie myéloïde; Mk, leucémie mégakaryocytaire. Les leucémies 
bi-phénotypiques ou mixtes sont représentées par le rassemblement de deux abréviations. Les 
chiffres entre parenthèses indiquent le nombre de fois d'augmentation de la taille de l'organe 
en question par rapport à la normale. Uniquement les leucémies non mixtes non bi­
phéno iques ont été colorées: les leucémies T sont en ; les E sont en ; les M sont 
en 
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La figure suivante illustre quelques exemples de cellules leucémies et normales 
(contrôles) immunophénotypées par cytométrie de flux: 
A) (a) (b) (c) (d) 
FI2 
l'> 
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(i) (j) (k) 
Gr-l ':'!rnlo~----i CD45R 
CD4 Mac-l 
Figure 3.1 Immunophénotypage des cellules leucémiques et normales par cytométrie 
de flux. Les cellules en suspension sont marquées avec différents anticorps spécifiques à 
chaque lignée hématopoïétique. Chaque anticorps est marqué avec un fluorophore (FITC 
(Fluorescéine) ou PE (Phycoérythtine». Grâce à l'intensité émise par les fluorophores suite à 
leur excitation, il est possible de déterminer la taille de la population cellulaire marquée avec 
les anticorps (FSC « forward scatter »), sa granulosité (SSC « side scatter »), sa fluorescence 
sous divers angles (Fil et FI2). Les différentes figures présentées ci-haut, donnent un aperçu 
sur la diversité des leucémies induites par le rétrovirus murin Graffi. (A): leucémies 
lymphoïdes de type T; (a) : CD3+CD90+ ; (b) : CD4+CDS-; (c) : CD4+CDS+; (d) : CD4-CD8+. 
(B): leucémies lymphoïdes de type B; (e): CD45R+Sca-l+; (f): CD45R+Sca-1-; (C): 
leucémie érytlrroïde TER-119+CD71+; (D): leucémies myéloïdes; (g): Macl+Grl"; (h): 
Mac1+GrI+; (E): leucémie mégakaryocytaire CD4l+c-Kit. (F): cellules de souris contrôles; 
(i): CD4+CDS+; (j): MactGrI+; (k): CD45R+. Lorsque les cellules sont doublement 
marquées (exemple avec les anticorps anti-CD4 et anti-CDS) l'axe des X est représenté par 
FlI et l'axe des Y est représenté par F12. Par contre, lorsque les cellules sont marquées avec 
un seul anticorps (exemple avec les anticorps anti-CD45R, ) l'axe des X est représenté par 
Fil et l'axe des Y est représenté par FSC. 
3.1.3 Analyse moléculaire 
Dans le but de confirmer les résultats obtenus suite à l'analyse par cytomérie de flux, 
nous avons étudié l'expression des gènes Fogl, GATA-l, GATA-2 et de GATA-3. 
3.1.3.1 Etude de l'expression du gène Fog-1 par Northern blot 
Dans un premier temps, l'expression du gène Fog-l a été analysée. Le gène Fog-l est 
considéré comme un marqueur exprimé dans les leucémies E et Mk. Nous avons analysé les 
ARN de différents types de leucémies provenant de différentes souches de souris (se 
rapporter au tableau 3.1 pour retrouver la souche de souris correspondant aux numéros 
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indiqués dans la légende de la figure 3.2) après séparation par électrophorèse puis transfert 
sur membrane de nylon par hybridation avec la sonde Fog-l à notre disposition. La figure 3.2 
montre que Fog-l est très faiblement exprimé au niveau des leucémies lymphoïdes de type T 
(souris 64.1 et 57.2). Ce niveau d'expression est identique à celui présent au niveau des souris 
contrôles (souris 2 et 4) et de celles n'ayant pas développé la leucémie (souris 43.5). Par 
contre, Fog-l est très fortement exprimé au niveau de la leucémie mixte E(Mk) (souris 57.3). 
Pour le restant des leucémies et par rapport aux souris contrôles, un haut niveau d'expression 
de Fog-l est observé. Cependant, ce niveau est deux fois moins important que celui de la 
leucémie E(Mk) à l'exception de celui indiqué pour la souris 58.6 atteinte d'une forme de 
leucém}e très complexe (MMk(B)). Pour cette souris, le niveau d'expression de Fog-l est 4 
fois moins important que celui de la souris présentant une leucémie E(Mk). 
Remarque 
Cette expérience n'a été réalisée qu'une seule fois. Pour cette raison, il nous est 
impossible de représenter des barres d'erreurs. 
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Figure 3.2 Analyse de l'expression du gène Fog-l par Northern blot pour différents 
types de leucémies. L'hybridation de type Northern a été faite à l'aide de sonde Fog-l (b). 
Afin de nonnaliser nos résultats, nous avons utilisé l'actine comme gène de référence et 
détenniné son niveau d'expression. Ceci nous a pennis de construire le graphique présenté 
dans cette figure (b). 64.1 : leucémie T; 62.2: leucémie E (non invasive avec Sca-l); 61.2 : 
leucémie mixte (MMk(B)); 59.1 : leucémie E (non invasive) avec Sca-l, CD4l et c-kit; 58.6 : 
leucémie mixte MMk; 57.6: leucémie E(B); 57.2: leucémie T; 57.3 : leucémie E(Mk); 43.5 
: souris n'ayant pas développé de leucémie (NL); C2 : souris contrôle 1; C3 : souris contrôle 
2. 
3.1.3.2 Etude du niveau d'expression des gènes GATA-l, GATA-2 et GATA-3 
par RT-PCR semi-quantitative 
Toujours dans le but de mieux caractériser les cellules leucémiques, nous nous 
sommes intéressés à l'étude de l'expression de trois gènes GATA-l, GATA-2 et GATA-3 
connus comme étant impliqués dans l'hématopoïèse. Comme contrôle interne, nous avons 
utilisé l'actine. Pour tester l'expression de ces 3 gènes, nous avons sélectionné 41 différents 
types de leucémies représentées dans le tableau suivant: 
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E EMk Mk M T B 
16 2 Il 5 3 4 
3.3.2.1 Mise au point de la technique de la RT-PCR semi-quantitative pour 
GATA-l, GATA-2 et GATA-3 
La réaction de PCR est une réaction exponentielle. Elle est caractérisée par une phase 
exponentielle (le nombre de copies d' ADNc augmente d'une façon exponentielle sous la 
fonne de 2n) suivie d'un plateau (lorsqu'il n'y a plus de production de copies d'ADNc: c'est 
la saturation). Afin de faire une semi-quantification du niveau d'expression de nos 3 gènes, il 
fallait que le nombre de cycle choisit nous pennette d'obtenir une quantité d'ADNc se situant 
dans la phase exponentielle. Comme le montre la figure 3.3. A, les copies d'ADNc sont 
détectées à partir du 24eme cycle alors que le plateau est atteint à partir du 28eme . Ainsi, pour la 
semi-quantification du niveau d'expression du gène GATA-l, nous avons choisi 27 cycles 
pour la réaction de PCR. Dans les figures 3.3. B et 3.3. C, nous avons commencé la semi­
quantifiquation à partir de du 24eme cycle pour GATA-2 et à partir du 25eme cycle pour GATA­
3. Ces deux figures nous ont pennis de réaliser que cette semi-quantifiquation aurait due 
commencer à partir d'un nombre de cycles inférieurs à celui que nous avons choisi pour 
chaque gène étant donnée que la phase exponentielle n'est pas évidente comme celle pour 
GATA-l (la détection de copies d'ADNc est beaucoup plus précoce que celle de GATA-l). 
Cependant, nous pouvons voir que pour le gène GATA-2, la phase exponentielle est atteinte à 
partir du 24ème cycle (figure 3.3. B) alors qu'elle est atteinte pour le gène GATA-3 qu'au 
25ème. Le plateau débute environ au 30ème cycle pour ces deux gènes et ce malgré que nous 
pouvons noter une diminution du nombre de copies d'ADNc pour le gène GATA-3 (cela est 
peut être expliquée par une imprécision de la manipulation). Ainsi, pour amplifier les gènes 
GATA-2 et GATA-3, nous avons choisi 25 cycles pour le premier et 24 cycles pour le second. 
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(A) - Mise au point de la technique de la RT-PCR pour le gène GATA-l. 
Leucémies 106 sans traitement 
à"laDNase 
~ = Sul du produit RT 
- __---.-__.A. • 
- r- "1 
--~ Cy~s 20 22 24 26 -28 30 
ARN 106 (Ieuc Mk): cycles en fonction 





20 22 24 26 28 30 
cycles 
(B)- Mise au point de la technique de la RT-PCR pour le gène GATA-2. 
Leucémiesl06 sans traitem~nt 
à la DNase 
Sul du produit RT 
_- A"----:----. 
Cycles 24 26 28 30 32 34 3S 
ARN 106 (1000g) : GATP:l. 
10000 -I--~-~-~~---.--~--'! 
24 28 28 30 32 34 35 
cycles 
(C)- Mise au point de la technique de la RT-PCR pour le gène GATA-3. 
Leucémies 97 sans traitement 
à laDNase 
Sul du produit RT 
r------.A-~-~-....."" 
Cycles 2S 26 28 30 32 34 3S 
ARN 97 (1000g): leucémie T. GAT /l3 
, 
'00000 1 
• --..... .. l~;:r-­::! ro> ~ ~ 
10000 J 1
 
25 26 30 34
28 32 35 
cycles 
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Figure 3.3 Optimisation de la réaction de PCR pour les gènes GATA-l, GATA-2 et 
GATA-3. Pour que notre réaction de PCR soit semi-quantitative, nous avons testé différents 
cycles pour le gène GATA-I (figure A), GATA-2 (figure B) et GATA-3 (figure C). 
3.1.3.2.2 Etude du niveau d'expression des gènes GATA-l, GATA-2 et GATA-3 
au niveau de différents types de leucémies par RT-PCR semi-quantitative 
Suite à l'amplification du gène GATA-I par RT-PCR semi-quantitative et d'après la 
figure 3.4.A, nous avons observé que GATA-I semble être très fortement exprimé dans 
l'ensemble des échantillons excepté dans les leucémies Mk et EMK. La figure 3.4.B montre 
qu'au niveau des leucémies lymphoïdes de type T, ce gène se trouve le plus fortement 
exprimé. De même, GATA-I se trouve fortement exprimé dans les leucémies myéloïdes mais 
à un niveau moins élevé que celui des leucémies T. Les écarts-types montrent qu'il existe une 
variabilité entre les différents échantillons d'un même type. Cependant, cette dernière est 
assez importante spécifiquement pour les leucémies lymphoïdes de type B. 
Les figures 3.5.A et 3.5.B montrent que le gène GATA-2 semble plus explimé dans 
les leucémies non lymphoïdes que dans les leucémies lymphoïdes. Les écarts-types montrent 
que pour les leucémies EMk et M, la variance est très importante. 
Dans la figure 3.6.A, le nIveau d'expression du gène GATA-3 semble moins 
homogène comme le montrent aussi les écarts-types de la figure 3.6. B (cette variance semble 
toutefois moins importante pour les leucémies T). Cependant, au niveau de cette dernière, 
nous avons remarqué que ce gène est le plus fortement exprimé au niveau des leucémies T 
surtout par rapport aux leucémies EMk où il ne s'exprime pas. Le niveau d'expression de 
GATA-3 au niveau des leucémies B représente un peu moins que 50% par rapport aux 
leucémies T. Par contre l'expression de GATA-3 chez les M et des E est respectivement 5 à 
12 fois moins importantes que les leucémies T. 
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Remarque 
L'apparition de tels écarts-types n'est pas étonnante étant donné que les leucémies 
forment un groupe très hétérogène. Par exemple, pour les leucémies lymphoïdes de type B, 
certaines peuvent exprimer le marqueur CD19 uniquement, d'autres peuvent exprimer le 
marqueur Sca-l en plus du CD19. D'autres peuvent exprimer CD71 en plus de ces deux 
marqueurs. Ceci ne représente qu'une petite démonstration des différentes combinaisons qui 
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Figure 3.4 Etude du niveau d'expression du gène GATA-l au niveau de différents 
types de leucémies. Nous avons étudié le niveau d'expression du gène GATA-I au niveau de 
41 échantillons (16 leucémies érythroides (E), 2 leucémies érythroides mégakaryocytaires 
(EMk), Il leucémies mégakaryocytaires (Mk), 5 leucémies myéloïdes (M), 3 leucémies T et 
4 leucémies B). Afin de normaliser nos résultats, nous avons utilisé l'actine comme gène de 
référence et déterminé son niveau d'expression. Ceci nous a permis de construire l'ensemble 
des graphiques présentés dans cette figure. Par ailleurs et pour avoir une vue globale, nous 
avons calculé la moyenne d'expression de chacun de ces gènes au niveau de toutes les 
leucémies faisant partie d'un même type (E, EMk, Mk, M, T, B). (A) : Niveau d'expression 
du gène GATA-I au niveau des 41 leucémies; (B) : Moyenne de l'expression de GATA-I au 
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Figure 3.5 Etude du niveau d'expression du gène GATA-2 au niveau de différents 
types de leucémies. Pour étudier le niveau d'expression du gène GATA-2 au niveau de 41 
leucémies, nous avons procédé de la même façon décrite pour le gène GATA-l. (A): Niveau 
d'expression du gène GATA-2 au niveau des 41 leucémies; (B) : Moyenne de l'expression de 
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Figure 3.6 Etude du niveau d'expression du gène GATA-3 au niveau de différents 
types de leucémies. Pour étudier le niveau d'expression du gène GATA-3 au niveau de 41 
leucémies, nous avons procédé de la même façon décrite pour le gène GATA-l. (A) : Niveau 
d'expression du gène GATA-3 au niveau des 41 leucémies; (B) : Moyenne de l'expression de 
GATA-3 au niveau des 411eucémies étudiées pour chaque groupe de leucémie. 
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3.2 Analyse des différentes leucémies induites par le rétrovirus Graffi à l'aide 
des micropuces à ADN 
3.2.1 Tri des cellules leucémiques selon leurs caractéristiques phénotypiques 
Le tri des cellules a été effectué à l'aide de billes magnétiques par une sélection 
positive avec les anticorps spécifiques de la lignée leucémique à purifier. La figure 3.7.A 
représente un exemple de tri des cellules d'une leucémie T (CD4+/CD8} Suite aux étapes de 
lavage nous permettant de nous débarrasser des populations non désirées, le surnageant 
contenant ces dernières est analysé par cytométrie de flux (figure 3.7.B). Ce surnageant est 
constitué de cellules normales, de cellules mortes et de cellules provenant d'autres 
populations leucémiques. Lors des lavages, un faible pourcentage des cellules appartenant à 
la population à purifier, est éliminé. La figure 3.7.C représente la sélection positive où 
environ 90% des cellules récupérées sont représentés par la population à purifier et environ 
10% sont représentés par d'autres types cellulaires (un faible pourcentage de contamination). 
(A) (B) (C) 
FI2 ~.;:~--r-!..l::----j~;:;;Ç!::j::::.... Ce1Iu1es mortes 
Population désirée 
Populations non: autres 
populations leucémiques 
Sans tri Culot minoritaires, cellules ~-----./ normalesY 
Avec tri 
Figure 3.7 Exemple d'un tri d'une leucémie CD4+/CDS- par la technique des billes 
magnétiques. (A) : Immunophénotypage du type de leucémie par cytométrie de flux. Les 
cellules ont été triées par incubation avec des billes magnétiques sur lesquelles sont fixés les 
anticorps spécifiques puis mis au contact d'un aimant; (B): inununophénotypage des 
cellules récupérées dans le surnageant (sélection négative); (C): inununophénotypage de 
cellules dans le culot au contact de l'aimant (sélection positive). 
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Le tableau 3.2 présente les différentes leucémies triées (17 leucémies) par la 
technique des billes magnétiques. Par ailleurs, nous avons inclus dans le tableau 3.2 les 6 
leucémies que nous avons envoyées au centre génomique de Montréal pour être hybridées sur 
les micropuces à ADN. Pour ces derniers, nous avons trié un échantillon contrôle pour les 
leucémies B CD45R+/CD19+ et un autre pour les leucémies T CD4+ CD8+. Pour les 
leucémies Tet B, nous avons trié différents sous types. C'est ainsi par exemple qu'au niveau 
des leucémies T nous avons trié des leucémies CD4+/CDS', CDS' CD4+ et CD4+/CDS+. 
Tableau 3.2 Ensemble des leucémies triées par la technique des billes magnétiques 
Type des leucémies triées Triées avec les anticorps anti­
6 leucémies T CD4 et CDS 
4 leucémies B CD45R 
1 leucémie E (érythroïde) lTer119 
1 leucémie M (myéloïde) lMac-l 
2 leucémies biphénotypiques BMk CD45R 
2 leucémies biphénotypiques TM CD4 
1 leucémie mixte MMk lMac-l 
La première colonne représente tous les échantillons triés et la deuxième contient les 
anticorps ainsi que les combinaisons utilisées pour trier différents sous types de leucémies T 
ouB. 
Remarque 
L'anticorps CD45R utilisé est exclusivement spécifique aux leucémies lymphoïdes 
de type B. Il est important de ne pas le confondre avec l'anticorps CD45 qui en plus d'être 
exprimé au niveau des cellules B, est aussi exprimé au niveau des cellules T. 
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3.2.2 Micropuces à ADN 
L'ARN des cellules leucémiques et des cellules contrôles a été utilisé comme sonde 
sur des micropuces à ADN Affymetrix dont le «set» est nommé « The Genechip® Mouse 
Genome 430 2.0 Array set ». Ceci nous a permis d'avoir le profil d'expression de plus de 39 
000 transcrits. Afin de sélectionner des gènes qui seraient plus spécifiques aux leucémies T et 
B ou communs à ces deux types de leucémies, nous avons appliqué différents niveaux de 
sélection. 
Pour mieux étudier et caractériser les leucémies lymphoïdes de type T et B, la 
stratégie que nous avons adoptée consistait à déterminer: 
les gènes qui sont différentiellement exprimés entre les leucémies T par rapport aux 
cellules T contrôle mais qui ne varient pas lors de la comparaison entre les leucémies 
B et des cellules B contrôle. Ces gènes représentent ceux qui sont spécifiques aux 
leucémies T; 
les gènes qui sont différentiellement exprimés entre les leucémies B par rapport aux 
cellules B contrôles mais qui restent inchangés entre les leucémies T et leur contrôle. 
Ces gènes sont considérés comme étant spécifiques aux leucémies B; 
les gènes qui sont différentiellement exprimés par rapport aux contrôles T et B et 
communs entre les leucémies T et B. Ces derniers peuvent être divisés en deux sous­
groupes selon qu'ils soient sur-exprimés ou sous-exprimés dans les deux types de 
leucémies par rapport à leur contrôle respectif. 
3.2.2.1 Première sélection des gènes d'intérêt 
D'abord, nous avons comparé les leucémies lymphoïdes avec leur contrôle respectif. 
Les gènes que nous avons choisis devaient varier d'un minimum de 4 fois entre les leucémies 
par rapport à leur contrôle respectif. Ce haut taux de variation entre les leucémies et leur 
contrôle correspondant «fold-change» (4 fois) était choisi dans le but d'éviter les faux 
positifs. Ainsi, nous avons trouvé 59 gènes spécifiques aux leucémies T (Annexe C. a), 278 
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gènes spécifiques aux leucémies B (Annexe C. a) et 212 gènes communs entre les leucémies 
Tet B (Annexe C. b) (pour plus de détails voir le tableau 3.3). 
Tableau 3.3 Tableau récapitulatif du nombre de gènes sélectionnés par la méthode 
RMA 
Groupes Sous-groupes Nombre de gènes avec un 
«fold-change» supérieur ou 
égal à 4 
Spécifiques aux Sur exprimés dans les T par rapport au 9 
leucémies T et ne contrôle T 
variant pas dans les Sous exprimés dans les T par rapport au 50 
leucémies B par contrôle T 
rapport au CB 
Spécifiques aux Sur exprimés dans les B par rapport au 190 
leucémies B et ne contrôle B 
variant pas dans les Sous exprimés dans les B par rapport au 88 
leucémies T par contrôle B 
rapport au CT 
Communs entre Sur exprimés dans les T et les B par 94 
les leucémies T et rapport à leur contrôle correspondant 
les B Sous exprimés dans les T et les B par 118 
rapport à leur contrôle correspondant 
Le programme RMA nous a pennis de classer nos gènes selon qu'ils soient spécifiques ou 
communs aux leucémies T et B. Ce nombre de gènes qui peut être plus restreint ou plus large, 
est fonction d'un paramètre nommé «fold-change». Plus le «fold-change» diminue, plus le 
nombre de gènes, différentiellement exprimés, augmente. 
3.2.2.2 Méthode de sélection par «Hierarchical Clustering» 
A partir de l'ensemble des gènes qui varient d'un minimum de 4 fois entre les 
leucémies par rapport à leur contrôle correspondant, nous avons appliqué un programme 
nommé «Hierarchical Clustering ». Comme le montre la figure 3.8, ce programme nous a 
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permis de voir que certains gènes varient de la même façon entre les 3 leucémies B et 
d'autres varient de la même façon entre les 3 leucémies T. Nous pouvons voir que notre 
algorithme est divisé en 4 parties: 
- la première correspond aux gènes qui sont communs aux leucémies T et B et qui sont 
sous-exprimés par rapport à leur contrôle correspondant; 
- la deuxième est constituée des gènes qui sont sur-exprimés dans les 3 leucémies T par 
rapport au contrôle T; 
- la troisième est constituée des gènes qui sont sur-exprimés dans les 3 leucémies B par 
rapport au contrôle B; 
- la troisième correspond aux gènes qui sont communs aux leucémies T et B et qui sont 




Figure 3.8 Algorithme du «Hierarchical Clustering » des leucémies B et T. Tous les 
gènes provenant de la première sélection ont été insérés dans le programme du « Hierarchical 
Clustering ». Ce dernier a permis de les regrouper en fonction de leur degré de similitude en 
prenant en considération l'intensité de leur expression. Le nom de chaque échantillon est 
indiqué tout en haut de la figure. Les couleurs correspondent au niveau d'abondance de 
l'ARN des gènes détectés. Chacun de ces gènes est représenté par une ligne horizontale. 1 : 
gènes communs entre les leucémies T et B et qui sont sous exprimés par rapport à leurs 
contrôles correspondants; 2 : gènes qui sont sur exprimés dans les 3 leucémies T par rapport 
au contrôle T; 3 : gènes qui sont sur exprimés dans les 3 leucémies B par rapport au contrôle 
B; 4 : gènes qui sont communs entre les leucémies T et B et qui sont sur exprimés par rapport 
à leur contrôles correspondants. 
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3.2.2.3 Analyse des gènes sélectionnés 
Suite à la première sélection et à partir de l'ensemble des 549 gènes issus de cette 
dernière, notre recherche bibliographique nous a amené à identifier 56 gènes. Pour ces 
derniers, notre choix était basé sur le fait qu'ils ne devaient pas avoir été préalablement 
impliqués dans les leucémies. Ainsi à partir des 549 gènes seuls les gènes qui étaient connus 
dans déférents types de cancers mais pas encore connus au niveau des leucémies ont été 
sélectionnés, de même ceux qui ont certaines fonctions nécessaires au fonctionnement de 
l'organisme soit encore qu'aucune fonction ne leur a encore été attribuée. Dans l'annexe D, E 
et F se trouve l'ensemble de ces 56 gènes dont 31 sont spécifiques aux leucémies B (annexe 
D), 8 spécifiques aux leucémies T (Annexe E) et 17 communs aux leucémies T et B (annexe 
F). Ces gènes sont soit sur-exprimés soit sous-exprimés dans les leucémies par rapport à leurs 
contrôles correspondants. 
Notre méthode de sélection nous a aussi pennis de retrouver des gènes connus dans la 
littérature comme étant impliqués que ce soit dans les leucémies de type T ou de type B. Le 
tableau 3.4 présente quelques exemples de tels gènes: 
Tableau 3.4 Niveau d'expression des gènes connus associés à des leucémies T ou B 
(A) 
ProbesellDs Gene Tille Gene S 'mbol 
1419609_al chemokine (C-C molif) receplor 1 Ccr1 
1425289_a_al complemenl receplor 2 Cr2 
1415849_s_al slathmin 1 Stmn1 
1428142_al els varianl gene 5 ElvS 
1436398_al Lymphoid enhancer binding faclor 1 Lef1 
1441242 at Dipeptidylpeplidase 4 Dpp4 
1426817_al anligen identified by monoclonal antibolly Ki 67 Mki67 
1423756 s al insulin-like rowth faclor bindin rolein 4 1 
(B) 
ProbesellDs Gene SI mbol 
1441242_al Dpp4 
1421655_a_al Cer4 




En faisant une recherche bibliographique, nous avons trouvé que certains gènes ont déjà été 
identifiés que ce soit au niveau des leucémies lymphoïdes de type T ou de type B. (A) : gènes 
connus comme étant impliqués dans les leucémies B; (B): gènes connus comme étant 
impliqués dans les leucémies T. La couleur représente les ènes qui sont sous-exprimés 
dans les leucémies par rapport au contrôle et la couleur indique ceux qui sont sur­
exprimés dans les leucémies par rapport au contrôle. Les valeurs sont exprimées en 
logarithme base 2. Ainsi une valeur de 4 signifie une variation d'expression de 24 et donc de 
16 fois. 
3.2.2.4	 Etude de la variation intra-Ieucémique de l'expression de certains 
gènes 
Dans le but de déterminer l'éventuelle présence de variations au mveau de 
l'expression de certains gènes entre les sous-groupes de leucémies (entre Tl, T2 et T3 et 
entre BI, B2 et le B3), nous avons utilisé deux approches informatiques: RMA et une autre 
qui est plus visuel et qui est nommé MAS5. 
3.2.2.4.1 Analyse par RMA 
Afin d'étudier ces variations intra-leucémiques et grâce au programme RMA, nous 
avons comparé le niveau d'expression de chaque leucémie par rapport à son contrôle 
correspondant. Le «fold-change» que nous avons utilisé était de 2. Comme le montre le 
tableau 3.5, nous avons trouvé des gènes qui étaient spécifiques à chaque sous- type de 
leucémie: certains étaient spécifiques à Tl à T2 ou à T3, alors que d'autres étaient 
spécifiques à BI à B2 ou à B3 (pour plus de détails, voir le tableau 3.5). En comparant les 
valeurs qui se trouvent au niveau de la dernière colonne pour chaque type de leucémie, nous 
avons remarqué que la leucémie T3 présente le plus grand nombre de gènes 
différentiellement exprimés par rapport au contrôle; T par contre, la leucémie Tl en présente 
le moins. Ceci est logique étant donné qu'il s'agit du même linéage pour le contrôle T et la 
leucémie Tl. De son côté, la leucémie B2 exprime plus de gènes qui varient par rapport au 
contrôle B alors que la leucémie B3 en exprime le moins. 
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Tableau 3.5 Nombre de gènes exprimés en fonction du type de leucémie 
Gènes spécifiques d'un sous-type de leucémie 
Sur-exprimés Sous-exprimés Total des gènes 
par rapport au par rapport au spécifiques à 
contrôle contrôle chaque sous-type 
Tl (CD4+/CD8+) 219 119 338 
T2 (CD4- /CD8+) 513 249 762 
T3 (CD4+/CDn 972 553 1525 
BI (CD45R low/CD19+) 385 247 632 
B2 (CD45R+/CD19+) 508 494 1002 
B3 (CD45R+/CD 19+/SCA 1+) 305 268 573 
Afin de sélectionner ces gènes, nous avons appliqué le programme RMA. Les paramètres 
choisis étaient que ces gènes devaient varier d'un minimum de 2 fois entre le-sous type de 
leucémie en question. Par contre, ces gènes ne devaient pas varier plus de 1.5 fois pour le 
reste des leucémies. Nous avons ainsi réussi à trouver des variations intra-leucémiques. La 
dernière colonne représente la somme de ces deux catégories. Les chiffres en gras 
représentent les leucémies possédant le plus de gènes différentiellement exprimés par rapport 
aux contrôles. 
3.2.2.4.2	 Analyse par «Scatter plots MAS 5.0» (diagrammes de 
dispersion) 
Le diagramme de dispersion est une autre méthode simple que nous avons appliquée 
et qui nous a permis de mieux visualiser les variations intra-leucémiques. Ce programme est 
disponible gratuitement sur le site Affymetrix. Grâce à ce programme, il nous était possible 
de comparer les leucémies deux à deux. Chaque point vert représente un gène qui varie entre 
les deux échantillons à comparer. Comme le montre la figure 3.9. A, le nombre le plus élevé 
de gènes différentiellement exprimés entre les leucémies T et le CT est obtenu pour la 
leucémie T3 (voir la masse de points verts). D'un autre côté, nous pouvons remarquer que la 
leucémie B2 présente le plus de gènes différentiellement exprimés par rapport au CB lorsque 
nous la comparons à Blet à B2. 
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Etant donné que ce test est simple à réaliser, nous avons aussi voulu comparer les 
leucémies deux à deux. Donc, comme le montre la figure 3.9. B, nous pouvons d'abord 
remarquer qu'il existe beaucoup moins de gènes différentiellement exprimés entre les 
leucémies du même type (figure 3.9.B) qu'entre les leucémies et leur contrôle (figure 3.9.A). 
Dans cette figure, nous pouvons voir que la différence d'expression est plus importante en 
comparant la leucémie T2 avec la leucémie T3 et en comparant la leucémie BI avec la 
leucémie B3. 
Dans la figure 3.9. C, nous avons comparé simultanément les 3 leucémies T au CT et 
les 3 leucémies B au CB. Cette comparaison est identique à celle que nous avons réalisée à 
l'aide du programme RMA (Voir tableau 3.3) pour déterminer les gènes spécifiques aux 
leucémies T et ceux qui sont spécifiques aux leucémies B. Ainsi, en observant le diagramme 
de dispersion de la figure 3.9. C, nous pouvons voir que, par rapport aux leucémies T, les 
leucémies B présentent un plus grand nombre de gènes différentiellement exprimés par 
rapport au CB. 
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Figure 3.9 Comparaisons intra- et inter-leucémique à l'aide du diagramme de 
disparition. Grâce au programme MASS, nous avons réalisé différents types de 
comparaisons que ce soit entre leucémies d'un même type ou entre une leucémie et son 
contrôle. Chaque point vert représente un gène. Les points qui sont collés ou proches de la 
médiane (la partie colorée en gris), représentent les gènes qui ne varient pas entre les deux 
échantillons à comparer. Par contre, ceux qui sont plus éloignés de cette médiane et qui se 
trouvent du côté de l'axe des Y représentent les gènes qui sont présents au niveau de 
l'échantillon situé au niveau de l'axe des Y. Il en va de même pOUT les points qui se trouvent 
éloignés de la médiane et positionnés du côté de l'axe des X. (A) : Comparaison de chacun 
des sous-types de leucémies avec le contrôle correspondant; (B) : Comparaison des sous­
types de leucémies d'un même type entre eux; (C) : Comparaison des 3 leucémies T avec le 
contrôle T et des 3 leucémies B avec le contrôle B. 
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3.3 Validation des résultats obtenus suite à l'analyse par les micropuces par 
RT-PCR 
3.3.1 Choix des gènes à analyser 
Suite à la recherche bibliographique, afin de valider les résultats des micropuces et 
parmi l'ensemble des 56 gènes, nous avons sélectionné les gènes qui nous semblaient les plus 
intéressants (étant donné que ce projet est à long terme). Ceci nous a permis de retenir 7 
gènes. Parmi ces derniers, quelques-uns étaient conununs aux deux types de leucémies T et B 
alors que certains étaient spécifiques à chaque type de leucémie (tableau 3.6). Dans le tableau 
3.6, toutes les valeurs exprimées sont sous la forme d'un log base 2. 
Tableau 3.6 Niveau d'expression des 7 gènes sélectionnés dans les différentes 
leucémies d'après les micropuces à ADN 
(A) 
ProbesetlDs T1-CT T2-CT T3-CT IB1-CB B2-CB B3-CB Gene Symbol 
1419122 at -0.4098 -0.069 -0.152 Mettl1 
5.03 4.47 7.191 -1.32 -1.04 -1.11 
1424981 at -0.3606 -0.406 -0.297 Nin 
7.71 12.14 6.041 -1.28 -1.32 -1.22 
1429688 at -0.48 -0.125 -0.377 Arntl2 
-1.39 -1.09 -1.291 9.42 6.86 6.74 
1456741 5 at 0.065 -0.036 -0.06 Gpm6a 
1.04 -1.02 -1.041 17.071 15.17 9.51 
1440633 at Neil3 
7.33 10.62 3.21 12.951 15.721 11.44 
1418925 at Celsr1 
5.19 2.821 2.291 7.881 7.941 5.27 
1454654 at Dirc2 




La couletrr correspond aux gènes qui sont strr-exprimés dans les leucémies (A) : par 
rapport aux contrôles ou bien (B) : par rapport à l'ensemble de la moyenne des leucémies 
alors que la couletrr indique ceux qui sont sous-exprimés. Les valeurs non colorées 
représentent les gènes qui ne varient pas significativement au niveau des leucémies (A) : par 
rapport à leur contrôle ou bien (B) : par rapport à l'ensemble de la moyenne des leucémies (la 
variation ne doit pas dépasser les 1.5 fois). Les valetrrs indiquées dans le tableau sont sous la 
forme logarithmique et pour retrouver la vraie valeur de l'expression différentielle d'un gène 
entre une leucémie et son contrôle, nous devons appliquer la formule suivante: 2n, où n 
représente les valeurs inscrites dans le tableau (pour faciliter la compréhension de ce tableau, 
la conversion des valeurs logarithmiques a été réalisée au niveau des lignes colorées en 1 
Par exemple pour le gène Mettll, la valeur logarithmique de Tl-CT correspond à 2.333. La 
conversion de ce chiffre est situé au niveau de la ligne bleu, juste en dessous de ce nombre et 
correspondant à 5.03). 
Comme le montre ce tableau: 
les gènes Mettll et NLN qui sont spécifiques aux trois leucémies T, sont sur­
exprimés d'un minimum de 4 fois par rapport au contrôle T. La valeur la plus basse 
est celle présente au niveau de T2 pour le gène Mettll où il est strr-exprimé de 4.47 
fois par rapport au CT. Nous remarquons que, pour ces gènes, la variation entre les 3 
leucémies B par rapport au CB est très faible. Elle se situe entre 1.04 (gène Mettll, 
leucémie B2) et 1.3 (gène Mettll, la leucémieB 1) (tableau 3.6 A). 
- Les gènes Amtl2 et Gpm6a qui sont spécifiques aux leucémies B, sont sur- exprimés 
d'un minimum de 6 fois par rapport au contrôle B. La valeur la plus basse est celle 
présente au niveau de B3 pour le gène Amtl2 où il est sur-exprimé de 6.74 fois par 
rapport au CB. De même, ce tableau montre que les 3 leucémies T ne varient presque 
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pas par rapport au CT. Cette faible variation se situe entre 1.04 (gène Gpm6a,
 
leucémie T3) et 1.3 (gène Arntl2, leucémie T3) (tableau 3.6 A).
 
Les gènes Neil3 et Celsr] qui sont communs aux leucémies T et B, sont sur­

exprimés par rapport à leur contrôle respectif. Cette sur-expression varie entre
 
2.3 (gène Celsr] , leucémie T3) et 15.2 fois (gène Neil3, leucémie B2) (tableau 3.6 
A). 
Finalement le gène Dirc2 qui est commun aux deux types de leucémies est sous­
exprimé, par rapport à leur contrôle correspondant, d'un minimum de 2.2 (leucémie 
B2) et d'un maximum de 22.4 fois (leucémie T3) (tableau 3.6 A). 
Le tableau 3.6.B montre le résultat obtenu suite à la comparaison de l'expression des 
gènes dans chaque échantillon avec la moyenne d'expression de chaque gène au niveau de 
tous les échantillons. Ce tableau nous a permis de confirmer les résultats du tableau 3.6.A 
malgré le fait que nous ayons utilisé deux raisonnements différents. Pour les gènes Mettll et 
Nin, nous pouvons voir qu'ils sont fortement exprimés au niveau des leucémies T. Par contre 
et pour le reste des leucémies, leur expression ne varie pas significativement par rapport à la 
moyenne (sauf pour le gène Nin dans la leucémie E3). Pour les gènes Arntl2 et Gmp6a, nous 
remarquons qu'ils sont très fortement exprimés au niveau des leucémies B. Par contre, au 
niveau du reste des échantillons, leur expression est faible ou peu variable par rapport à la 
moyenne. Ce tableau nous montre que contrairement au reste des gènes situés ci-dessus, 
Neil3 a une expression plus hétérogène un peu différente de celle présentée dans le tableau 
3.6.A. Ce gène est fortement exprimé au niveau des leucémies T à l'exception de T3 et des 
leucémies B. Il l'est aussi au niveau de la leucémie El et au niveau du contrôle E. Par contre, 
pour le reste des échantillons, nous avons remarqué que le niveau d'expression de Neil3 a soit 
diminué soit resté constant par rapport à la moyenne. Pour le gène Celsr], nous pouvons voir 
que par rapport à la moyenne, il se trouve fortement exprimé au niveau des leucémies T et B 
(malgré qu'il l'est aussi pour le CT mais en moindre proportion) et faiblement exprimé au 
niveau du reste des échantillons. Finalement, et comme pour le gène Neil3, Dirc2 a un niveau 
d'expression assez hétérogène et est faiblement exprimé au niveau des leucémies lymphoïdes 
(excluant Tl) ainsi qu'au niveau des leucémies El et Mkl. Par contre, nous avons remarqué 
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qu'au niveau du reste des échantillons et par rapport à la moyenne, son niveau d'expression 
est resté faible pour certains et peu variable dans d'autres. 
3.3.2 Validation du résultat des micropuces à ADN par RT-PCR 
Pour valider les résultats obtenus suite à l'analyse par la technique des micropuces à 
ADN et pour l'optimisation de la réaction de RT-PCR (non semi-quantitative), nous avons 
d'abord testé l'expression de certains des gènes sélectionnés au niveau de leucémies non 
triées, lymphoïdes et non lymphoïdes. Ces leucémies sont spécifiées dans le tableau 3.7 : 
Tableau 3.7 Leucémies non triées 
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Afin d'étudier le niveau d'expression de certains gènes nous avons sélectionné 10 
échantillons que nous avons préalablement immunophénotypés par cytométrie de flux. Ces 
échantillons sont constitués de 3 leucémies de type T (T4, T5 et T6), de 3 leucémies de type 
B (B4, B5 et B6), d'un échantillon contrôle provenant de la rate d'une souris nonna1e et 
finalement de 3 leucémies non lymphoïdes (E4, Mk4 et M4). Les phénotypes de ces 
leucémies sont indiqués au niveau de la dernière rangée du tableau. 
La figure 3.10 montre que, pour chacun des gènes étudiés ainsi que pour chaque paire 
d'amorces, la leucémie T4 semble dégradée. Il serait donc plus prudent de ne pas la prendre 
en considération lors de cette analyse. 
Dans la figure 3.10. A, nous avons étudié le niveau d'expression des gènes 
spécifiques aux leucémies T (Mettll et NLN). Comme le montre le graphique de cette figure, 
nous remarquons que: 
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l'expression du gène Mettll est relativement faible sur l'ensemble des échantillons 
testés. Ce niveau d'expression reste à peu près semblable pour le reste des 
échantillons. 
pour le gène NLN, les leucémies T5 et T6 présentent le plus haut niveau d'expression 
par rapport aux restes des leucémies et même par rapport à l'échantillon contrôle. 
Dans la figure 3.10. B, nous avons testé le niveau d'expression du gène Gpm6a (paire 
ou séquence Affymétrix) qui est spécifique aux leucémies B. Nous avons trouvé que la 
leucémie B4 et un peu moins la leucémie B6, présentent le plus haut niveau d'expression. En 
observant le gel d'agarose, nous pouvons voir que l'échantillon pour la leucémie B5 est 
partiellement dégradé ce qui explique son bas niveau d'expression. EN plus nous pouvons 
constater que pour cette leucémie, le poids moléculaire de cette bande est plus haut que celui 
de tous les autres échantillons. Ceci pourrait être expliqué par une contamination à l'ADN. 
Cette figure nous montre aussi que le niveau d'expression de ce gène au niveau des leucémies 
M2 et Mk4, est quand même assez élevé. Cependant, cette expression reste faible pour le 
reste des échantillons (T5, T6, contrôle et E4). 
Dans la figure 3.10. C se trouvent les gènes qui sont communs aux leucémies T et B 
et sur-exprimés par rapport au contrôle T et B correspondant. En observant le graphique, nous 
pouvons remarquer que: 
Pour la première paIre du gène Neil3 (Neil3.l) englobant les deux exons qUI 
encadrent la séquence Affymetrix et correspondant donc au seul transcrit de ce gène 
(disponible sur le site Ensembl), le niveau d'expression de ce gène est plus élevé au 
niveau des leucémies T5, T6 et B5 par rapport au reste des échantillons. Cependant, 
pour l'ensemble des leucémies lymphoïdes, seule T5 se trouve sur- exprimée par 
rapport au contrôle. 
Pour la deuxième paire du gène Neil3 (Neil3.2) représentant la séquence Affymétrix 
et correspondant à l'EST qui serait un autre transcrit de ce gène (présente dans le site 
UCSC), la variation d'expression entre les différents échantillons n'est pas très 
significative excluant les leucémies T6 et B5 pour lesquelles nous pouvons noter une 
légère sur-expression par rapport à l'ensemble des échantillons. 
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Malgré qu'il parait très difficile de vOir les différences entre les leucémies 
lymphoïdes et celles non lymphoïdes avec l'échelle de densité de la figure 3.10. C, 
nous pouvons quand même voir que le niveau d'expression du gène Ce/sr} est 
légèrement plus élevé au niveau des leucémies T5, T6 et B4 par rapport aux 
leucémies non lymphoïdes. Cette différence n'est pas plus prononcée en comparant 
\' expression de Ce/sr} entre ces leucémies lymphoïdes et le contrôle. Toutefois, nous 
pouvons noter que B5 est la seule leucémie lymphoïde qui ne varie pas 
significativement par rapport au contrôle. 
Pour les cellules non triées, nous avons aussi étudié le niveau d'expression des gènes 
Arnt/2 et Dirc2 (Dirc2.1 et Dirc2.2). Cependant, les bandes que nous avons obtenues que 
ce soit pour ces gènes ou pour l'actine correspondante étaient diffuses. C'est pour cette 
raison que nous n'avons pas pu les intégrer dans ce travail. 
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Figure 3.10 Etude de l'expression de quelques gènes, par RT-PCR, au niveau des 
leucémies non triées. Pour chacun des gènes présentés dans cette figure, nous avons 
déterminé le profil d'expression au niveau de 10 échantillons (3 leucémies T, 3 leucémies B, 
un échantillon provenant d'une rate normale, 1 leucémie E, 1 leucémie Mk et une leucémie 
M). En parallèle, afin de normaliser nos résultats, nous avons déterminé le niveau 
d'expression de l'actine. Ceci nous a permis de construire l'ensemble des 3 graphiques situés 
au-dessus de chacun des gels. (A) ; Gènes spécifiques aux leucémies lymphoïdes de type T 
(MettU et NLN); (B) : Gènes spécifiques aux leucémies lymphoïdes de type B (Gmp6a.1); 
(C) : Gènes communs aux leucémies T et B et sur exprimés par rapport aux contrôles B et T 
correspondants (Neil3.1, Neil3.2 et Celsr1). Le symbole étoile (*) signifie que le fragment est 
dégradé. 
Remarques 
pour la figure 3.10, il nous est impossible de représenter les barres d'erreurs étant 
donné que cette expérience n'a été réalisée qu'une seule fois. TI serait donc nécessaire 
de refaire l'expérience deux ou trois fois pour mieux valider nos résultats. 
d'après cette figure, nous pouvons remarquer que la différence d'expression d'un 
gène entre l'ensemble des échantillons analysés n'est pas aussi prononcée que celle 
obtenue suite à l'analyse par la technique des micropuces à ADN. Ceci est 
du au fait que la validation des résultats des micropuces n'a pas été réalisée à l'aide 
de la RT-PCR quantitative. Cette dernière devrait ainsi permettre de bien distinguer 
les plus petites variations entre les différents échantillons analysés. 
Suite à ce premier test d'expression des 7 gènes sur des leucémies non triées, nous les 
avons testés au niveau de leucémies triées. Ces dernières sont présentées dans le tableau 3.8 : 
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Tableau 3.8 Ensemble des leucémies triées 
B7 B8 CB2 T7 T8 CT2 




CD45R+	 CD45R+ CD45R+ CD4+ CD8+ CD8+CD4- CD4+ 
CD19+ CD71+ CD71+ CD8+ 
CD71+ CD19+ CD19+ 
Afin d'étudier le niveau d'expression des 7 gènes que nous avons sélectionnés pour valider 
les résultats des micropuces à ADN, nous avons choisi 6 échantillons constitués de 2 
leucémies de type B (B7, B8), de 2 leucémies de type T (T7, T8) et d'un échantillon contrôle 
provenant de la rate d'une souris nonnale pour chaque type de leucémie (CB2 et CT2). Les 
phénotypes de ces leucémies sont indiqués au niveau de la dernière ligne de ce tableau. 
Dans la figure 3.11, nous pouvons remarquer que le contrôle B est partiellement 
dégradé pour l'ensemble des 7 gènes testés. Malheureusement, il nous était impossible 
d'obtenir un autre échantillon contrôle B étant donné que nous ne disposions plus du nombre 
suffisant de souris (12 souris normales). C'est d'ailleurs ce même problème qui nous a 
contraint à utiliser un contrôle B (CB2) provenant de souris FVB au lieu d'un contrôle B 
provenant de souris NFS (les leucémies proviennent de souris NFS). Par contre, ce dernier 
problème n'est pas majeur du fait que ces deux souches sont très proches phylogéniquement. 
Pour l'analyse de nos résultats, il serait plus prudent de ne pas prendre l'échantillon B2 en 
considération. Nous devrions donc nous fier plus aux résultats obtenus pour les leucémies T 
et être plus vigilants dans l'interprétation surtout que les signaux de l'actine semblent souvent 
être très faibles ou dégradés. 
Dans la figure 3.11. A, se trouvent les gènes qui sont spécifiques aux leucémies T : 
En comparant le niveau d'expression du gène MettU entre les leucémies T et le CT2, 
nous remarquons que ce gène est environ 3 fois sur-exprimés dans les leucémies T7 
et T8. Nous avons aussi trouvé que MettU est fortement exprimé au niveau des 
leucémies B. Étant donné que l'échantillon CB2 est dégradé, nous pouvons supposer 
qu'il se trouve exprimé, à peu près, au même niveau que les leucémies B (si nous 
nous basons sur les résultats du tableau 3.5). 
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Le gène NIn semble aussi fortement exprimé au niveau des leucémies T7 et T8 et non 
exprimé au niveau du CT2. De même que Mettll, et malgré que NIn se trouve tout 
aussi fortement exprimé au niveau des leucémies B, nous ne pouvons pas conclure 
quant au niveau d'expression de ce gène au niveau du CB2. Cependant, comme 
indiqué le tableau 3.5, nous pouvons dans ce cas aussi, supposer qu'il n'y pas de 
variation au niveau de l'expression de NIn entre le CB2 et les leucémies B. 
Dans la figure 3.11. B, sont représentés les gènes qui sont spécifiques aux leucémies B : 
Pour la première paire d'amorce du gène Aml12 englobant une partie de la séquence 
Affymétrix et du dernier exon du transcrit de ce gène ainsi que pour la deuxième 
paire d'amorce du gène Amtl2 englobant la séquence Affymétrix, nous pouvons 
observer que le gène Am112.1 semble uniquement exprimé au niveau des leucémies 
B. Cependant nous ne pouvons conclure pour le CB2. Toutefois d'après le tableau 
3.5, nous pouvons supposer que pour les leucémies B, ce gène se trouve sur-exprimé 
par rapport au CB2. Pour la séquence Affymétrix conespondant à ce gène, il est 
intéressant de noter, comme mentionner précédemment, qu'elle est située au niveau 
de la partie 3'UTR du transcrit. Cependant dans la banque donnée NCBI, cette région 
n'a pas encore été séquencée. Ainsi le fait de positionner un oligo sens au niveau du 
dernier exon du transcrit du gène Amtl2 et un oligo anti-sens au niveau de la 
séquence Affymétrix, nous a permis d'obtenir une bande d'environ 800 pb. Qui 
représenterait une partie du 3 'UTR de Amt12. 
Pour la première paire d'amorce du gène Gpm6a (Gpm6a.1) située au niveau de la 
séquence Affymétrix, nous avons observé le même résultat que celui du gène Amtl2. 
En testant la deuxième paire d'amorce de gène Gpm6a (Gpm6a.2) qui est située au 
niveau des deux exons du transcrit de ce gène (résultat non montré), nous n'avons eu 
aucune amplification, ni pour les leucémies ni pour les contrôles (nous avons obtenu 
le même résultat que pour les leucémies non triées). 
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La figure 3.11. C inclut les gènes qui sont corrununs aux leucémies T et B et sur-
exprimés par rapport aux contrôles T et B correspondants: 
La première paire d'amorces du gène Neil3, notée Neil3.1, est positionnée au niveau 
de deux exons du seul transcrit de ce gène offert par le site Ensembl. Cette figure 
nous permet de voir que les leucémies B7, B8 et T8 ont un haut niveau d'expression. 
Par contre, nous remarquons que ce gène semble se trouver moins exprimé au niveau 
de la leucémie T7. Ce résultat corrèle bien avec le tableau 3.6.B où la leucémie T3, 
identique à la leucémie T7 de la figure 3.1l.C (toutes les deux sont CD4+/CD8+), ne 
varie pas d'une façon significative par rapport à la moyenne en comparaison avec les 
deux autres leucémies de ce tableau. Pour les leucémies T, seule T8 est sur-exprimée 
par rapport au CT2. 
La deuxième paire d'amorces du gène Neil3 est notée Neil3.2. Cette dernière est 
positionnée au niveau de la séquence Affymetrix qui, selon le prograrrune UCSC, 
serait contenue au niveau d'un exon d'une EST correspondant à Nei13 et norrunée 
AK031027. Pour cette paire, nous avons obtenu le même résultat que pour la 
première paire. Cependant, le niveau d'expression du gène Neil3 paraît devenir 
presque identique à celui du CT2. 
En observant les résultats du gène Ce/srl, nous pouvons voir une légère expression 
au niveau de la leucémie B8. Par contre, aucune amplification n'a été observée pour 
la leucémie B7. Cependant en comparant les leucémies T avec le CT2, il semble que 
ce gène soit 2 fois plus exprimé au niveau de la leucémie T7 et 3 fois plus exprimé au 
niveau de la leucémie T8 par rapport au CT2. 
Finalement, la figure 3.11. D représente le niveau d'expression du gène Dire2 qui est 
commun aux leucémies T et B et est sous-exprimé par rapport aux contrôles T et 
B correspondants: 
La première paire d'amorces de ce gène permet l'amplification du transcrit du gène 
Dire2 (Dire2.1). D'après le graphique, nous pouvons constater que le niveau 
d'expression du gène Dire2.1 est un peu élevé au niveau de la leucémie 
B7 et B8. Etant donnée que le CB2 est dégradé, nous pouvons supposer qu'en réalité, 
Dire2 est beaucoup plus exprimé au niveau de ce contrôle et que cette expression 
dépasse celle des leucémies B. Ce même graphique montre que, par rapport au CT2, 
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ce gène est 4 fois moins exprimé dans la leucémie T7. Cependant, nous pouvons voir 
que cet échantillon est aussi partiellement dégradé. Par contre, au niveau de la 
leucémie T8, il paraît un peu plus exprimé en comparaison avec le CT2. 
La deuxième paire d'amorces de ce gène permet l'amplification de la séquence 
Affymetrix du gène Dire2 (Dire2.2). Nous pouvons noter que le niveau d'expression 
de ce gène est plus ou moins élevé au niveau des leucémies B7 et B8. Toutefois nous 
ne pouvons pas conclure s'il se trouve sous ou sur exprimé dans les leucémies B par 
rapport au CB2. Ce même gène se trouve moins exprimé au niveau des leucémies T7 
et T8 par rapport au CT2. 
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Figure 3.11 Etude de l'expression des 7 gènes sélectionnés au niveau de leucémies 
triées. Nous avons étudié le niveau d'expression de ces gènes en plus de celui de l'actine, par 
RT-PCR au niveau de 6 échantillons (2 leucémies B, 2 leucémies T, un contrôle pour les B et 
un autre pour les T). La normalisation avec le gène référence nous a permis de construire 
l'ensemble des graphiques situés au dessus des gels. (A) : Gènes spécifiques aux leucémies 
lymphoïdes de type T (Mettll et NLN); (B) : Gènes spécifiques aux leucémies lymphoïdes de 
type B (Arntll.1, Arntl2.2 et Gmp6a.1); (C) : Gènes communs aux leucémies T et B et sur­
exprimés par rapport aux contrôles B et T correspondants (Neil3.1, Neil3.2 et Ce/sri); (D): 
Gène commun aux leucémies T et B et sous exprimé par rapport aux contrôles B et T 
correspondants. Le symbole étoile (*) signifie que le fragment est dégradé. 
Remarques 
pour la figure 3.11, il nous est impossible de représenter les barres d'erreurs étant 
donné que cette expérience n'a été réalisée qu'une seule fois. Il serait donc nécessaire 
de refaire l'expérience deux ou trois fois pour mieux valider nos résultats. 
d'après cette figure, nous pouvons remarquer que la différence d'expression d'un 
gène entre l'ensemble des échantillons analysés n'est pas aussi prononcée que 
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celle obtenue suite à l'analyse par la technique des micropuces à ADN. Ceci est du au 
fait que la validation des résultats des micropuces n'a pas été réalisée à l'aide de la 
RT-PCR quantitative. Cette dernière devrait ainsi permettre de bien distinguer les 
plus petites variations entre les différents échantillons analysés. 
CHAPITRE IV 
DISCUSSION 
Lors de ce projet, nous nous sommes intéressés à la caractérisation des leucémies 
lymphoïdes de types T et B induites par le rétrovirus murin Graffi. Différentes techniques ont 
été appliquées. La première consistait à immunophénotyper les leucémies par cytométrie de 
flux. Celie-ci avait pour but de permettre une meiileure compréhension de la pathogenèse de 
ce rétrovirus. La seconde était celle des micropuces à ADN qui a servi à déterminer une 
panoplie de gènes dont l'expression était dérégulée par le rétrovirus murin Graffi. Dans ce 
chapitre, nous alions discuter toutes les étapes ainsi que les résultats qui ont amené à une 
meilleure compréhension des leucémies lymphoïdes induites par le rétrovirus murin Graffi 
ainsi que celies qui nous ont permis, suite à l'analyse de l'expression différentielie de ces 
leucémies, de passer d'un nombre de transcrits dépassant les 39 000 à un nombre beaucoup 
plus restreint. 
Pour la première partie et comme montré dans le tableau 3.1, les souris Balb/c 
inoculées avec la même quantité des variants rétroviraux GV-1.2 et GV-lA, développent la 
leucémie après une période de latence plus longue pour celies injectées avec GV-lA. En 
effet, il est connu que ces deux variants ont une similitude structurale sauf que le clone GV­
1.2 nécessite une période de latence plus courte pour induire la pathologie (environ 80 jours 
contre 150 jours pour le clone GV-lA) (Ru et al. , 1993; Voisin et al. , 2006). Ceci 
s'explique par l'existence d'une duplication de 60 bp dans la région" enhancer" au niveau de 
la séquence U3 des LTR du clone GV-1.2. 
L'analyse phylogénétique faite sur le rétrovirus Graffi (Voisin et Rassart, 2006) 
montre qu'il est très homologue au rétrovirus SRS 19-6. Comme ce dernier, le rétrovirus 
murin Graffi est un virus qui induit un large spectre de leucémies (Granger et al. , 1999). Ces 
deux rétrovirus ont la capacité de s'attaquer à différentes lignées dérivant de la celiule souche 
hématopoïétique. Le rétrovirus murin Graffi peut donc induire soit des leucémies lymphoïdes 
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de type T ou B soit des leucémies non lymphoïdes. Cette variation dépend du variant 
rétroviral et de la souche de souris utilisées. En effet, en injectant les souris avec GV-lA, nos 
résultats montrent que la souche Balb/c développe majoritairement des leucémies lymphoïdes 
(de type T) alors que la souche FVB/n développe principalement des leucémies non 
lymphoïdes (majoritairement de type érythroide). Dans la souche NFS, le virus Graffi induit 
quant à lui des leucémies lymphoïdes et non lymphoïdes en plus de leucémies mixtes ou bi­
phénotypiques. 
Pour une meilleure caractérisation des leucémies induites par le rétrovirus murin 
Graffi, nous avons sélectionné un certain nombre de leucémies et testé par Northern Blot le 
niveau d'expression du gène Fog-l. Fog-l, encore appelé Friend ofGATA-l (Wechsler et al. 
, 2002), est connu comme étant spécifique et essentiel au développement des lignées E et Mk 
(Katz et al. , 2002). Ceci corrèle bien avec nos résultats. En effet, la figure 3.2 nous a montré 
que Fog-l est très faiblement exprimé au niveau des leucémies lymphoïdes en comparaison 
avec les contrôles. Par contre il est fortement exprimé au niveau des leucémies non 
lymphoïdes et même au niveau des leucémies mixtes. Pour ces dernières, nous avons noté 
que le niveau d'expression du gène Fog-l se trouve plus élevé dans celles ayant une 
population érythroïde par rapport à celles ayant une population mégakarycocytaire, ce qui 
laisse penser que Fog-l semble un peu plus spécifique aux leucémies E. 
GATA-l, GATA-2 et GATA-3 sont trois facteurs de transcription faisant partie de la 
famille GATA. Plusieurs publications ont montré que GATA-l s'exprimait au niveau des 
cellules érythroïdes primitives et définitives, mégacaryocytaires, éosinophiles et au niveau 
des mastocytes (Ferreira et al. ,2005). Quant à GATA-2, il est impliqué dans la maintenance 
et dans la prolifération des progéniteurs hématopoïétiques ainsi que dans la spécification des 
cellules mastocytaires et mégakaryocytaires. Pour GATA-3, quant à lui, est connu pour son 
rôle dans le développement de la lignée cellulaire lymphoïde de type T et dans la 
différenciation des cellules T CD4+ en Th2. Ces facteurs sont essentiels pour le déroulement 
normal de l'hématopoïèse (Ferreira et al. , 2005) et ont aussi été impliqués dans la 
tumorigénèse. En effet des mutations observées dans le domaine N-terminal de GATA-l sont 
capables d'induire des maladies humaines dont les leucémies mégakaryocytaires aigues 
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associées au syndrome de Down ou DS-AMKL (<<Down syndrome related acute 
megakaryocytic leukemia»). Il a été montré que le patron d'expression de GATA-l et de 
GATA-2 peut aider à définir des phénotypes distincts des cellules leucémiques suggérant que 
le niveau d'expression de ces deux facteurs au niveau des cellules leucémiques est en 
corrélation avec le stade de différenciation des cellules hématopoïétiques (Shimamoto et al. , 
1995). De son coté, dans l'un des travaux publiés, GATA-3 a été clairement détecté au niveau 
des leucémies T-ALL (leucémie lymphoblastiques aigue des cellules T) indiquant 
l'importance de son rôle dans la leucémogenèse (Ono et al. , 1997). 
Dans le cadre de notre recherche, nous avons trouvé que GATA-l est exprimé partout 
notamment dans les leucémies lymphoïdes de type T malgré que nous avons remarqué que ce 
gène est le plus faible exprimé au niveau de l'ensemble des leucémies EMk et au niveau de la 
majorité des leucémies Mk. Pour expliquer cette différence avec la littérature, nous avons 
émis des hypothèses. Etant donné que chaque système possède ses propres spécificités, 
l'une des hypothèses est basée sur le fait que l'injection du rétrovirus Graffi aux souris, 
pourrait leur conférer un type de leucémie particulier les distinguant des autres modèles 
leucémiques. Ainsi, la présence de Graffi serait responsable de la forte expression de GATA-I 
dans pratiquement tous les types de leucémies induites incluant les leucémies lymphoïdes. 
Une autre hypothèse qui pourrait expliquer la différence trouvée entre la littérature et entre 
nos résultats pour GATA-l et pour GATA-2 serait en relation avec le fait que l'utilisation de 
populations non triées puisse fausser le résultat à cause de la présence de cellules normales 
non lymphoïdes exprimant GATA-l au niveau des leucémies lymphoïdes Tet B et exprimant 
GATA-2 au niveau des leucémies lymphoïdes de type B. Pour une leucémie lymphoïde de 
type T, il se pourrait que, pour ces cellules normales non lymphoïdes incluant les érythroïdes, 
l'érythropoïèse s'arrête à un stade de développement assez avancé où GATA-l est fortement 
exprimé et où GATA-2 est faiblement exprimé (Figure 4.1) (Ferreira et al. , 2005). D'autre 
part, une leucémie de type B, peut être contaminée par des cellules normales érythroïdes. 
Pour ses dernières, il se pourrait qu'elles soient à un stade de développement où 
l'érythropoïèse, s'est arrêtée à un stade très précoce. Ce stade peut être plus précoce que celui 
des leucémies T où GATA-I est moins exprimé au niveau des cellules normales non 
lymphoïdes alors que GATA-2 est plus fortement exprimé (Figure 4.1). A ceci s'ajoute le fait 
94 
que certains macrophages pénètrent au niveau de la rate en raison de leur caractère fortement 
infiltrant. Ces macrophages peuvent ainsi contribuer à augmenter l'expression de GATA-l 
dans les leucémies non lymphoïdes. 
Lorsque nous nous intéressons uniquement à GATA-2, nous remarquons que ce gène 
est clairement exprimé au niveau des leucémies non lymphoïdes par rapport aux lymphoïdes 
à l'exception des leucémies B qui expriment quand même ce gène. Pour GATA-3, nos 
résultats montrent que l'expression de ce facteur de transcription est très élevée dans les 
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Figure 4.1 Niveau d'expression de GATA-l et de GATA-2 en fonction de 
l'érythropoïèse. 
Nous avons voulu confirmer les résultats que nous avons obtenus pour GATA-l en les 
comparant au taux d'expression du gène Fog-l (spécifique aux leucémies E et Mk), par 
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analyse de Northem et hybridation avec la sonde spécifique Fog-l (travail réalisé par 
Véronique Voisin) (Annexe B). Nous avons trouvé que l'expression de Fog-l est bien faible 
ou même pas présente au niveau des leucémies lymphoïdes. Par contre, pour les leucémies 
non lymphoïdes, il existe une grande différence entre le gène GATA-l et Fog-l allant dans le 
même sens que l 'hypothèse attestant que le rétrovirus murin Graffi induit des leucémies très 
particulières. 
En plus des gènes GATA-l, GATA-2, GATA-3 et Fog-l, nous avons testé l'expression 
d'un certain nombre d'autres gènes incluant la myéloperoxidase. Nous avons aussi testé le 
réarrangement du TCR des lymphocytes T ainsi que celui des chaînes lourdes 
d'immunoglobulines des lymphocytes B. Malheureusement, nous avons eu de la difficulté 
lors de l'hybridation des sondes correspondantes. 
Pour la deuxième partie de ce projet et afin de déterminer le niveau d'expression des 
gènes spécifiques ou communs aux leucémies T et B, nous avons trié plusieurs leucémies par 
la technique des billes magnétiques. La majorité de ces leucémies provient de la souche NFS 
injectée avec le variant GV-lA. Ce choix est basé sur le fait que ce modèle induit différents 
types de leucémies en comparaison avec les deux autres souches de souris (Balb/c et FVB/n) 
injectées que ce soit avec GV-1.2 ou avec GV-lA. La seule limitation de notre système était 
l'apparition d'un pourcentage très élevé de leucémies mixtes (montrant la présence de deux 
populations leucémiques qui sont différentes l'une de l'autre) et de leucémies bi­
phénotypiques (montrant la présence d'une seule population leucémique) (voir annexe A). En 
dépit de cet inconvénient, le recours à ce modèle a été privilégié du fait que ce projet de 
recherche est co-mené avec Véronique Voisin dont les préoccupations portent sur l'étude des 
leucémies non lymphoïdes. 
Dans le cadre de ce projet, nous avons déterminé le profil d'expression de 6 
leucémies (3 leucémies B et 3 leucémies T) ainsi que celui d'un contrôle pour chacun des 
deux types T et B. D'autres chercheurs ont déjà étudié le profil d'expression génique pour 
une meilleure compréhension des leucémies (Jelinek et al. , 2003 ; Ferrando et al. , 2002). 
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L'avantage de ce projet vient du fait que nous avons la possibilité de comparer les résultats 
obtenus pour les leucémies lymphoïdes (le présent sujet) avec ceux obtenus pour les 
leucémies non lymphoïdes (projet de Véronique Voisin). Lors de l'analyse de l'ensemble de 
nos échantillons par la technique des rrllcropuces à ADN et pour avoir un résultat fiable, 
l'ARN des échantillons (lymphoïdes et non lymphoïdes) envoyés au Centre Génomique de 
Montréal a été extrait le même jour dans une période de temps assez courte. Pour les 
leucémies lymphoïdes, nous avons intentiormellement analysé différents sous-types de 
leucémies. Par exemple, pour les leucémies T, le sous-type d'un échantillon était CD4+/CD8+, 
celui du second était CD4+/CDS- et pour le dernier, il était CDS+/CD4-. 
Lors de cette étude, et pour analyser nos résultats, nous avons utilisé différentes 
méthodes d'analyse. La plus importante était celle nommée Robust Multiple-array Average 
(RMA). RMA est une méthode spécifiquement créée pour identifier les différences entre les 
échantillons tout en contrôlant le degré de différence (<<Fold-change»). Il est connu qu'un 
large ensemble de données constituées de plusieurs gènes et de peu d'échantillons peut 
entraîner l'identification de gènes qui semblent discriminer entre les différents échantillons 
mais qui, en réalité, est un pur produit du hasard. Pour contourner ce problème, nous avons 
utilisé un «Fold-change» très élevé. Bien évidemment, ceci peut mener à la perte d'un 
nombre considérable de gènes ayant une importance biologique mais éviterait de retenir des 
faux positifs. 
Lors de notre première sélection de gènes, nous avons interrogé les résultats en 
termes d'importance de la valeur du « Fold-change » suite à la comparaison des échantillons 
leucémiques aux contrôles correspondants. Un gène est sélectionné si son ratio d'expression 
(leucémie versus contrôle) est supérieur ou égal à 4. Cette sélection nous a permis de retenir 
549 gènes dont 59 sont spécifiques aux leucémies T, 278 sont spécifiques aux leucémies B et 
212 sont communs aux leucémies T et B (tableau 3.3). En notant que le nombre de gènes 
différentiellement exprimés est beaucoup plus important en comparant les leucémies B au CB 
qu'en comparant les leucémies T au CT, nous avons voulu nous assurer de la validité de ce 
résultat. A cette fin, nous avons utilisé le diagramme de dispersion du programme MAS5. Le 
même résultat a été observé (figure 3.11. C). Une des explications possibles serait la présence 
d'une différence au niveau de la capacité de prolifération des cellules B normales et des 
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cellules B leucémiques. En effet, les cellules provenant des 3 sous-types de leucémies B 
triées ont été extraites à partir des ganglions de souris malades. Lorsque ces souris atteignent 
le stade tenninal, les lymphocytes B (L.B) anormaux quittent le sang et la moelle osseuse 
pour aller s'accumuler au niveau des ganglions où ils prolifèrent d'une façon anarchique 
(expliquant l'augmentation de la taille de ce réservoir). Par contre, les cellules du CB 
provenant des souris normales ont été extraites à partir de la rate où migrent les LB suite à 
leur maturation au niveau de la moelle osseuse. Au niveau de la rate, les LB matures sont au 
repos (état de quiescence) en l'attente d'une stimulation antigénique (Cordelier D. , 1975). 
Quant aux cellules provenant des leucémies T, elles ont été extraites à partir du thymus 
considéré comme étant un réservoir et un endroit favorable à la prolifération de 
ces dernières. Les cellules provenant du CT et qui sont CD4+/CD8+ (immatures) ont aussi été 
extraites à partir du thymus. La migration des cellules souches lymphoïdes de la moelle 
osseuse vers le thymus est un phénomène continu. La différenciation intra-thymique des 
cellules de la lignée T est associée à une prolifération active induite par l'IL-f et l'IL-7 
produites par les cellules stromales thymiques (Cordelier D. , 1975). Pour résumer ce qui 
précède, l'explication possible quant au nombre plus élevé de gènes différentiellement 
exprimés entre les leucémies B et le CB est que les cellules du CB sont plus matures et 
prolifèrent beaucoup moins que celles des 3 leucémies B. Par contre, les cellules du CT sont 
aussi immatures que celles des 3 leucémies T qui, toutes les deux, sont en état de prolifération 
intense. C'est ainsi que nous pouvons expliquer l'apparition d'un plus grand nombre de gènes 
différentiellement exprimés entre les leucémies B et le CB qu'entre les leucémies T et le CT. 
Lors de cette analyse, pour sélectionner ces 549 gènes, nous avons décidé d'étudier 
uniquement ceux qui variaient de la même façon entre les leucémies par rapport à leur 
contrôle. En d'autres termes, pour sélectionner les gènes spécifiques aux leucémies T, nous 
ne nous sommes pas intéressées à ceux qui sont, par exemple, sur exprimés dans la leucémie 
Tl et sous-exprimés dans les leucémies T2 et T3 par rapport au CT. Par contre, nous nous 
sommes intéressés à ceux qui sont soit sur-exprimés dans les 3 leucémies T par rapport au 
CT soit sous-exprimés dans les 3 leucémies T par rapport au CT. Nous avons appliqué le 
même raisonnement pour sélectionner les gènes qui sont spécifiques aux leucémies B ou bien 
ceux qui sont communs aux leucémies T et B. Ceci avait pour but d'éliminer le plus possible, 
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les gènes qui sont différentiellement exprimés entre les leucémies par rapport à leur contrôle 
et qui en fait peuvent être reliés à l'hématopoïèse et à un stade de différenciation détenniné et 
non au mécanisme de transfonnation cellulaire malgré que le stade de différentiation peut 
aussi faire partie du processus de la leucémogénèse. Un exemple que nous pouvons citer de 
gènes dont l'expression est reliée au stade de différenciation est celui des gènes LYL et 
HOXll. Le premier est uniquement exprimé au niveau des leucémies CD4-/CD8- (stade de 
thymocytes précoces). Par contre, le second est uniquement exprimé au niveau des leucémies 
CD4+/CD8+ (stade de thymocytes immatures) (Ferrando et al. , 2002). 
Afin de visualiser les différentes catégories de gènes présentes au niveau de 
l'ensemble des 549 gènes, nous avons utilisé un algorithme appelé « hierarchical clustering ». 
Ct al.gorithme a aussi la capacité de regrouper les échantillons en se basant sur la similitude 
du patron d'expression de leurs gènes (Figure 3.8) (Eisen et al., 1998). 
Etant donné qu'il nous était aussi possible d'étudier les variations géniques intra­
leucémiques et malgré que cela différait de l'objectif de ce projet, nous avons quand même 
détenniné les gènes qui étaient spécifiques à chaque sous-type de leucémie (Tl, 1'2, 1'3, BI, 
B2 et B3). Pour ceci, nous avons utilisé le diagramme de dispersion du programme MAS5 
(figure 3.11. A) ainsi que le programme RMA (tableau 3.5). Nous avons ainsi pu remarquer, 
pour les 3 leucémies B, que la leucémie B3 contenait le moins de gènes différentiellement 
exprimés par rapport au CB alors que pour les 3 leucémies T, la leucémie Tl renfennait le 
moins de gènes différentiellement exprimés par rapport au CT. Pour ces dernières, ceci 
s'explique par le fait que le CT est au même stade de différenciation que la leucémie Tl 
(immature: CD4+/CD8+) alors qu'il diffère de celui des leucémies matures T2 (CD4- /CD8+) 
et T3 (CD4+/CD8) 
Suite à l'analyse par le programme RMA, nous avons remarqué la présence de 4 
gènes (RAG2, Vprebl,Iglil et Enpep) fortement exprimés dans les 3 leucémies B par rapport 
au CB. Compte tenu de la littérature, la forte expression de ces gènes dans nos leucémies 
nous pennettait de les classer au stade de différentiation pré-B. En effet, Rag2 est décrit 
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comme un gène dont l'expression est exclusive aux cellules lymphoïdes. Son rôle est 
d'activer la recombinaison V-(D)-J. Bories t al. , ont montré que Rag2 était exprimé au stade 
pré-B et non au niveau des cellules B matures (Bories et al. , 1991). Le gène VprebJ fait 
partie du complexe de la chaîne mu+Kappa+ des cellules pré-B (Ohnishi et Takemori, 1994). 
Cependant l'équipe qui l'a découvert n'a trouvé aucune expression au niveau des chaînes 
mu+Kappa+ d'une lignée de cellules B matures. Le gène Igll1 est exprimé au niveau des 
lymphocytes pré-B humains en association avec le gène Vpre-B ainsi que la chaîne légère mu 
de l'immunoglobuline des récepteurs des cellules pré-B. Ce gène est exprimé d'une façon 
strictement dépendante de la lignée et du stade de maturation (Donohoe et Blomberg, 1997). 
Finalement, le gène Enpep est une glutamyl aminopeptidase qui a été uniquement trouvée au 
niveau des cellules B précoces de souris ainsi qu'au niveau de certaines cellules stroma1es, 
au niveau de la moelle osseuse, du 
thymus, des cellules capillaires endothéliales du placenta et des cellules épithéliales de 
l'intestin et des tubules rénaux primaux. Cependant, au niveau des leucémies lymphoïdes, le 
transcrit de ce gène, a été trouvé restreint aux leucémies pré-B (Li et al. , 1993). Grâce à 
l'ensemble de ces gènes nous pouvons donc penser que nos 3 leucémies B sont au stade pré­
B. 
Suite à notre première sélection, nous avons exploré la littérature dans le but de 
trouver quelques gènes qui ont déjà été impliqués dans les leucémies lymphoïdes. Ces gènes 
pourraient apporter une assurance supplémentaire quant à la validité de nos résultats. Dans le 
tableau 3.3, nous avons cité quelques exemples de gènes dont 7 sont différentiellement 
exprimés entre les leucémies B et le CB et dont 5 sont différentiellement exprimés entre les 
leucémies T et le CT et dont le rôle dans les leucémies lymphoïdes a déjà été prouvé par 
d'autres équipes. C'est ainsi que notre étude nous a permis de valider l'absence d'expression 
du gène CerJ. En effet, Trentin et al. , n'ont pu détecter aucune expression de ce gène chez 
les patients souffrants de MCL (mantle cell lymphoma), MZL (marginal zone B-cell 
lymphoma), SLL (smalllymphocytic lymphoma), bien que ce gène soit présent chez 70% des 
patients atteints de CLL (chronic lymphocytic leukemia) et chez 40% de patients souffrants 
de HCL (hairy cellieukemia) (Trentin et al. ,2004). 
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Cr2 encore appelé CD2i, est le récepteur des protéines du complément (C3d, C3g et 
iC3b) et de l'interféron. C'est une glycoprotéine de 145-kD exprimée au niveau des 
lymphocytes B et T ainsi qu'au niveau des cellules dendritiques folliculaires et au niveau des 
cellules épithéliales pharynginales. Nous avons trouvé que ce gène était faiblement exprimé 
dans les leucémies de type B par rapport au CB (moins de II fois) et reste inchangé entre les 
leucémies T et le CT (tableau 3.3. A). Ce résultat est renforcé par le fait que l'expression de 
ce récepteur au niveau de la lignée cellulaire humaine SMS-SB (human pre-B cell-like acute 
Iymphocytic leukemia cellline) a été décrite comme inexistante (White et al. , 1997). 
Stmni encore appelée Op18 est une oncoprotéine. Stmnl est une phosphoprotéine 
cytosolique majeure faisant partie des cellules leucémiques (Melhem et al. , 1997). Sun et al. , 
ont montré que l'expression de ce gène est très élevée chez les patients atteints de leucémies 
aigues Iymphoblastiques de type B (B-ALL) (Sun et al. , 2004) confirmant ainsi notre résultat 
où nous avons trouvé que ce gène est sur-exprimé dans les leucémies B par rapport au 
contrôle B (plus de 6 fois) et reste inchangé entre les leucémies T et le CT. 
Etv5 (ets variant gene 5) ou ERM (Ets-related molecule PEA3-like) appartient à la 
superfamille PEA3 des facteurs de transcription Ets. Ce gène est impliqué dans la 
tumorigénèse et interagit avec le promoteur de plusieurs gènes à travers son domaine ETS. 
Nous avons observé une forte expression de ce gène dans les leucémies B par rapport au CB 
(plus de Il fois) » Cependant, aucune variation n'a été observée entre les leucémies T et le 
CT. La sur-expression de ce gène au niveau des B-CLL (<<B chronic lymphocytic 
leukaemia») a également été citée par Korz C. et al. , suggérant son implication dans la 
pathogenèse de cette maladie (Korz et al. , 2002). 
Lefi (lymphoid enhancer binding factor 1) est un facteur de transcription impliqué 
dans le développement. En plus de jouer un rôle dans plusieurs types de cancers notamment 
le cancer du colon, il a été découvert par Klein t al., (Klein et al. , 2001) puis par une autre 
équipe comme étant sur-exprimé au niveau des B-CLL (Jelinek et al. , 2003). Nous avons 
aussi trouvé que ce gène est sur-exprimé dans les leucémies B par rapport au contrôle B (plus 
de 19 fois) et qu'il ne varie pas entre les leucémies T et le CT. 
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L'antigène nucléaire Mki67 (antigen identified by monoclonal antibody Ki 67) encore 
noté Ki67 est une protéine pouvant être détectée au niveau de la phase G1, S, G2 et M du 
cycle cellulaire mais pas au niveau de la phase GO. C'est ainsi qu'il a largement été accepté 
comme un marqueur de prolifération des tumeurs humaines (Diop et al. , 2005). Grâce aux 
résultats apportés par Niewiadomska et al. , nous avons pu confirmer sa forte expression au 
niveau des 3 leucémies de type B par rapport au CB (48 fois). En effet, cette équipe a montré 
que Mki67 est fortement exprimé au niveau des patients atteints de B-CLL et dont le stade de 
la maladie est avancé (Niewiadomska et al. ,2000). 
La comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature nous a aussi permis de 
valider le taux élevé d'expression du gène Igfbp4 au niveau des 3 leucémies B par rapport au 
CB (plus de 36 fois). En plus d'être lié à d'autres types de cancers, ce dernier a été identifié 
par Klein et al. , (Klein et al. , 2001) comme étant sur-exprimé au niveau des leucémies B­
CLL en comparaison à des cellules normales de type B (mémoires). 
Dpp4 encore appelé CD26 est une molécule se trouvant à la surface des cellules T 
humaines activées jouant un rôle critique dans la régulation de la lymphopoïèse (Carbone et 
al. , 1995). Ce gène a été montré fortement exprimé au niveau des leucémies lymphoïdes de 
type T, au niveau des lymphomes (Aldinucci et al. , 2004) et au niveau des leucémies B-CLL 
(Bauvois et al. , 1999). Ceci confirme notre résultat où nous l'avons trouvé sur-exprimé dans 
les 3 leucémies B par rapport au CB (plus de 22 fois) et sur-exprimé dans les 3 leucémies T 
par rapport au CT. Ceci montre bien que ce gène est commun aux leucémies lymphoïdes de 
type Tet B. 
Ccr4 est impliqué dans la migration des cellules T au niveau de la peau. Ce gène est 
sélectivement exprimé par les cellules Th2 et par les cellules T régulatIices (Yoshie et al. , 
2005). Le niveau d'expression de ce gène a été étudié par plusieurs chercheurs qui ont noté 
sa forte expression au niveau des leucémies ATL (Adult T-cell leukemia) (Yoshie et al. , 
2005). Notre étude a aussi montré que ce gène est sur-exprimé dans les 3 leucémies T par 
rapport au contrôle T (plus de 2 fois). Suite à leur étude, Maecker t al.. (1996) ont montré la 
présence du produit du gène Tcra (T-cell receptor alpha chain) au niveau des leucémies 
lymphoïdes de type T. 
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Notch3 (Notch gene homolog 3 (Drosophila)) appartient à la famille Notch. 
Récemment, il a été montré impliqué dans le développement des cellules T. Son activation 
constitutive a été reliée au développement des leucémies lymphoïdes de type T chez les 
animaux et chez les humains (Campese et al. , 2003). Cependant, dans la présente étude, la 
forte expression de ce gène par rapport au CT, n'a été détectée qu'au niveau des leucémies T 
de sous-type CD4+/CDS+ (environ de 6 fois) et CDS+/CD4- (environ de 10 fois). 
Comme le gène Notch3, Notchl (Notch gene homolog 1 (Drosophila)) fait partie de 
la famille Notch. Ce gène est aussi impliqué dans le développement des lymphocytes T (Liu 
et al. , 2003). En comparant nos résultats avec ce qui a été publié dans la littérature (tableau 
3.3), nous avons aussi trouvé que le gène Notchl est fortement exprimé au niveau des 
leucémies T (CD4+/CDS+) (environ 5 fois). Nos résultats montrent que non seulement ce gène 
se trouve fortement exprimé au niveau de ce même sous-type de leucémie (CD4+CDS+), mais 
aussi au niveau de la leucémie CD4-;CDS+ (environ de 7 fois). Mais ce qui est intéressant 
c'est que nous l'avons trouvé sous-exprimé au niveau de la leucémie CD4+/CDS- (environ de 
4 fois). Nous pensons qu'au niveau des leucémies Tl et T2, Notchl peut avoir été ciblé par 
une intégration virale directe Uuste en amont ou en aval du gène Notchl) ou indirecte (en 
amont d'un autre gène dont le produit va déréguler le niveau d'expression de Notchl) qui se 
fait totalement au hasard d'une leucémie à une autre. Par contre, ce phénomène ne s'est pas 
produit au niveau de la leucémie T3 faisant en sorte que le niveau d'expression de Notchl est 
resté basal (normal). Nous pouvons aussi penser que, comme le gène GATA-I, Notchl peut 
être exprimé d'une façon dépendante du stade de différenciation CDS+. 
Malgré l'existence d'études déjà publiées concernant les leucémies lymphoïdes de type T 
et B, la technique des micropuces à ADN nous a permis d'identifier un nombre important de 
nouveaux gènes qui, potentiellement, permettraient de caractériser les leucémies de type T et 
les leucémies de type B. Ceci démontre le grand potentiel de cet outil. Dans ce sens, nous avons 
identifié 56 gènes qui n'ont jamais été associés aux leucémies lymphoïdes. Certains de ces 
gènes sont spécifiques aux leucémies B (Annexe D), d'autres sont spécifiques aux leucémies T 
(Annexe E) ou bien communs aux leucémies T et B (Annexe F). Parmi ces 56 gènes, 21 ont été 
identifiés dans d'autres types de cancers tels que les néoplasmes pancréatiques endocrines 
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(gène Pkib (Hansel et al. , 2004)), le cancer de la prostate (gène Crisp3 (Kosari et al. , 2002)), 
le cancer du colon et du sein (gène Arhgap8 (Johnstone et al. ,2004)), le cancer de l'ovaire et 
du sein ainsi que le carcinome au niveau des reins (gène Serpinfl (Beckers et al. , 2005). Quinze 
gènes sont reliés à certaines fonctions physiologiques telles que la maintenance du fuseau 
méiotique (gène Fmn2 (Ry1ey et al. ,2005)), la production des filaments de type III d'apparence 
nodulaire (à cause de l'intercalation de certaines protéines telles que la filensine et la phakinin) 
(gène Bfsp2 (Conley et al. , 2000)), le conditionnement moteur du clignement des yeux (gène 
Camk2d (Park et al. , 2006)), le développement et la maintenance des synapses se trouvant au 
niveau des photo-récepteurs des souris (gène Cabp4 (Maeda et al. , 2005)). Parmi les 56 gènes, 
nous avons aussi identifié des neurexines impliquées dans l'adhésion durant la synaptogenèse 
(gène Nrxnl (Rowen et al. , 2000)), nous avons aussi répertorié un gène impliqué dans 
l'élongation des VLCFA (<<very long chain fatty acids») saturés et mono insaturés (gène Elovl6 
(Jakobsson et al. ,2006). Pour d'autres gènes (5 gènes), aucune information n'était disponible 
dans le site du PubMed (OlfmI2b, Hmgclll, Tmc7, Hectd2, Histlh2bc). Parmi les 56 gènes, 8 
sont des RIKEN (fonction inconnue) et 2 n'ont pas encore été identifiés (sans nom). Nous 
avons aussi trouvé 1 gène qui a été associé avec des leucémies CML mais pas encore à des 
leucémies lymphoïdes (gène Map4k5 (Shi et al. , 1999)). Finalement, nous avons trouvé 1 gène 
qui est commun aux leucémies T et B mais qui, dans la littérature, n'est connu qu'au niveau des 
leucémies B-CLL (gène Etv5 (Korz et al. , 2002)). 
Afin de valider le profil d'expression génique obtenu suite à notre analyse, nous avons 
examiné, par RT-PCR, le patron d'expression de 7 gènes (Mettll, NLN, Amtl2, Gpm6a, Neil3, 
Celsr1 et Dirc2). Ces derniers que nous avons sélectionnés parmi les 56 gènes, nous semblaient 
les plus intéressants. Notre choix était basé sur le fait que ces gènes étaient les moins connus et 
dont le ratio leucémies/contrôle était très élevé. Leur localisation pouvait être membranaire, 
cytoplasmique ou nucléaire. Ces derniers seront probablement impliqués dans la cascade de 
signalisation ou dans la régulation de gènes conduisant ainsi à l'apparition du phénotype 
cancéreux. Nous avons aussi favorisé les gènes qui avaient des fonctions biologiques reliées à 
la transduction des signaux cellulaires, à la transcription, à la réparation de l'ADN, ... (Annexe 
G). Finalement, l'ensemble de ces gènes devait être le plus spécifique aux leucémies 
lymphoïdes (tableau 3.6). 
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Etant donné que les leucémies analysées par les micropuces contiennent une quantité 
d'ARN très limitante, il nous était impossible de les utiliser pour valider les résultats obtenus 
par RT-PCR. Nous avons donc utilisé d'autres leucémies phénotypiquement identiques aux 
leucémies analysées par les micropuces à ADN. Cependant, ceci pourrait être la source 
d'apparition de petites variations géniques entre les différentes leucémies. 
Mettll, a été identifié par Wikman et al. , comme étant fortement exprimé au niveau du 
cancer des poumons (Wikman et al. , 2005). C'est un gène qui est encore très peu connu. Il 
contient un motif hautement conservé en acides aminés, typique des méthyltransférases et 
montre une haute similarité de séquence avec des protéines de plusieurs organismes tels que la 
levure, la Drosophile et la souris (Balrr et al. , 1999). Dernièrement, la protéine kinase B (PKB) 
ainsi que la kinase ribosomale S6 (RSK) ont été impliqués dans l'inactivation de Mettll suite à 
la phosphorylation de son résidu sérine au niveau de la position 27 (Ser27) (Cartlidge et al. , 
2005). Un autre gène que nous avons sélectionné est nommé NIn. Ce dernier code pour une 
neurolysine faisant partie de la famille des M3 metallopeptidases. Pour une variété d'espèces et 
de tissus, les peptidases de la famille M3 sont impliquées dans la dégradation des peptides ainsi 
que dans la synthèse des peptides neuronaux bioactifs (Chao et al. ,2006). Cette neurolysine 
possède un site actif dont le motif est sous la forme His-Glu-X-X-His (HEXXH). Ce motif 
représente une partie du site de liaison aux cofacteurs des métaux. Malgré qu'in vitro, la 
neurolysine a la capacité de cliver un certain nombre de neuropeptides, son rôle in vivo est 
impliqué dans le métabolisme des neurotensines qu'elle hydrolyse entre les résidus 10 et Il 
créant ainsi des fragments qui sont courts (suspectés d'être inactifs) (Brown et al. ,2001). Suite 
à l'analyse par les micropuces à ADN, nous avons pu voir que Metll et NIn sont deux gènes 
spécifiques aux leucémies T où ils y sont fortement exprimés (Tableau 3.6). En analysant le 
niveau d'expression de ces deux gènes par RT-PCR, nous avons pu montrer que, pour les 
leucémies non triées (figure 3.10. A), ces gènes étaient effectivement plus fortement exprimés 
au niveau des leucémies T5, T6 spécifiquement pour NIn. Par contre nous avons observé que le 
gène Mettll s'exprime de la même façon entre les différents échanti110ns testés. Cependant, 
pour les leucémies triées (figure 3.11. A), nous avons observé que le niveau d'expression de ces 
gènes est élevé au niveau de l'ensemble des leucémies T et B. Etant donné que le CB2 est 
partiellement dégradé, il nous est impossible de dire si ces gènes sont différentiellement 
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exprimés entre ce contrôle et les leucémies B. En revanche et en se basant sur les résultats du 
tableau 3.6.B, nous pouvons supposer que Mettll et NIn s'expriment de la même façon au 
niveau des leucémies B et du CB2. Pour vérifier ceci, nous avons appliqué un autre programme 
nommé MASS (voir annexe H). Celui-ci attribue une lettre à chaque gène au niveau de chaque 
échantillon (<< A» =absence d'expression, «P » =Présence d'expression) ainsi qu'une valeur 
d'expression nommée «signal ». Nous avons trouvé que pour l'ensemble des 6 leucémies T et 
B ainsi que pour leur contrôle, la lettre attribuée était un «P ». Par contre, en examinant la 
valeur du signal, nous avons trouvé que celui des leucémies T est très élevé par rapport au CT 
et un peu plus élevé par rapport aux leucémies B et le CB. Ainsi et étant donné que la valeur du 
signal est identique entre les 3 leucémies B et le CB, nous pensons que la forte expression de 
ces deux gènes au niveau des leucémies B s'explique par le fait que l'expression constitutive de 
Mettll et NIn est nécessaire pour le fonctionnement des cellules des souris saines. Cependant, 
une activation plus intense peut se produire au niveau des cellules T entraînerait le 
développement des leucémies de type T. Pour expliquer autrement le résultat obtenu pour ces 
deux gènes que ce soit pour les leucémies triées ou pour celles non triées, nous pouvons dire 
que le fait de vérifier leur niveau d'expression par RT-PCR non-quantitative peut apporter une 
certaine marge d'erreur aux résultats observés. En effet, pour la RT-PCR conventionnelle, 
lorsque le plateau est atteint, il devient plus difficile de distinguer le taux d'expression d'un 
gène au niveau des échantillons qui l'expriment plus ou moins fortement. 
Le gène Gmp6a encore noté M6a, code pour une protéine transmembranaire appartenant 
à la famille des «myelin proteolipid protein» (PLP). M6a est uniquement présent au niveau des 
neurones. Malgré son identification datant de plus de 20 ans, la fonction biologique de ce gène 
est encore peu connue. Récemment, Alfonso et al. , ont montré que la sur-expression de M6a 
entraînait la formation des neurites primaires au niveau des neurones (les neurites sont des 
prolongements cytoplasmiques du corps cellulaire). Ils ont aussi montré que M6a jouait un rôle 
important dans la formation de cône de croissance et dans la formation de synapses dans la 
moelle épinière (Alfonso et al. , 2005). Suite à l'analyse obtenue par les micropuces à ADN, 
nous avons trouvé que le gène Gmp6a est spécifique aux leucémies B où il est fortement 
exprimé par rapport au contrôle B. Les résultats obtenus par RT-PCR confirment la spécificité 
ainsi que l'exclusivité de l'expression du gène Gmp6a au niveau des leucémies B triées malgré 
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que nous ne pouvons confilTI1er la faible expression de Gpm6a dans le CB2 par rapport aux 
leucémies B (figure 3.11. B). Par contre, au niveaux des leucémies non triées (figure 3.10. B) et 
en plus d'être très fortement exprimé au niveau des leucémies B, nous avons trouvé que ce gène 
s'exprime aussi au niveau des leucémies Mk4 et M4 malgré que cette expression n'est pas aussi 
élevée que celle observée pour les leucémies B4 et B6. Nous avons donc regardé les résultats 
de MASS (voir annexe H). Cependant, ce dernier ne nous a pas permis de comprendre les 
causes de la sur-expression de ces gènes au niveau des leucémies autre que B étant dormé qu'il 
considérait que ce gène est présent « P » au niveau des leucémies B alors qu'il le considérait 
absent « A» au niveau du reste des leucémies. Etant donné qu'au niveau des leucémies T 
triées, nous n'avons trouvé aucune expression du gène Gpm6a alors qu'au niveau des 
leucémies non-triées, ce gène est plus ou moins exprimé, une des explications que nous 
proposons pour expliquer l'expression de ce gène au niveau des leucémies T et au niveau des 
leucémies non-lymphoïdes, est reliée au fait que la pureté des cellules leucémiques pourrait 
influencer la qualité de nos résultats. Dans ce sens, généralement, les leucémies non triées 
contiennent plusieurs populations leucémiques qui cohabitent et dont la présence peut fausser 
nos résultats. Pour le gène Gpm6a, nous avons aussi testé une deuxième paire d'amorces située 
au niveau du transcrit de ce gène (proposé par la banque de donnée Ensembl). Pour ce dernier, 
aucune amplification n'a été observée ni pour les leucémies ni pour les contrôles. La première 
explication serait en relation avec une mauvaise qualité de cette deuxième paire d'amorces. La 
seconde explication serait reliée au fait que notre séquence Affymetrix représenterait un 
transcrit autre que celui proposé par la banque de donnée Ensemble. Ce transcrit pourrait être 
nouveau et non découvert. Pour vérifier cette dernière hypothèse, il faudrait refaire une 
expérience de RT-PCR avec un oligo sens au niveau du transcrit proposé par Affymetrix et un 
oligo anti-sens situé au niveau de la séquence Affymétrix. Dans le cas où aucune amplification 
ne devrait être observée, nous pourrions confilTI1er cette deuxième hypothèse. 
Amtl2 encore appelé BMAL2, appartient à la superfamille des bHLH-PAS (Hoffman et 
al. , (1991); Ikeda et al. ,(2000); Reddy et al. , (1986); Taylor et Zhulin, (1999». L'expression 
de ce gène a été montrée limitée au cerveau foetal et au foie humain (Ikeda et al. , 2000). 
Malgré que sa fonction physiologique reste encore mal comprise au niveau du foie adulte, 
certaines évidences suggèrent que, lorsqu'il est explimé à un fort niveau, il dérèglerait le 
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rythme circadien impliqué dans la production de la mélatonine (Okano et al. ,2001). Certaines 
autres évidences montrent que les protéines appartenant à la superfamill des bHLH-PAS, dont 
celle produite par Am!!2, sont impliquées dans la régulation de la croissance cellulaire ainsi que 
dans la différenciation. Ce gène a été trouvé sous-exprimé au niveau du carcinome 
hépatocellulaire par Yeh et al. , Cette même équipe a cherché à déterminer l'impact de sa sur­
expression sur la prolifération cellulaire sans succès (Yeh et al. , 2003). Grâce à la technique 
des micropuces à ADN, nous avons trouvé que Am!!2 est un gène qui est spécifique aux 
leucémies B où il y est fortement exprimé (contrairement à sa sous-expression au niveau du 
carcinome hépatocellulaire). Une des explications qui pourraient être proposées est qu'au 
niveau d'une cellule hépatique, Am!!2 interagirait avec certaines protéines qui sont différentes 
de celles avec lesquelles il interagirait au niveau d'une cellule de rate. Les premières vont 
inhiber le gène Am!!2 lors du carcinome hépatocellulaire alors que les secondes vont l'activer 
lors d'une leucémie de type B. Pour les cellules triées (figure 3.11. B), nous avons validé, par 
RT-PCR, le résultat des micropuces à ADN que ce soit pour la première paire ou pour la 
deuxième d'amorces étant donné qu'aucune expression de ce gène n'a été détectée au 
niveau des leucémies T ni au niveau du CT2. Par contre, comme précédemment et d'après les 
résultats présentés au niveau du tableau 3.6 et aussi ceux du programme MASS (Annexe H), 
nous pouvons uniquement supposer que ce gène est moins fortement exprimé au niveau du 
CB2 qu'au niveau des leucémies B. 
En fouillant encore plus dans la littérature, Hungs et al. , ont montré que, comme pour le 
gène Amt!2, le gène P!a2g4a (<< hypoxia involved Pla2g4a gene ») est sur-exprimé au niveau 
de la rate de souris NOD. Ce gène contient un site potentiel de liaison à l'ARNT (<< ARNT 
binding site (TGCGTG) ») indiquant qu'il pourrait être une cible directe d'Amt!2 (Hungs et al. 
, 2006). Ces chercheurs pensent que l'expression circadienne de P!a2g4a corrèle avec celle des 
gènes Arntll et Arntl2 et qu'il pourrait être régulé par ces facteurs de transcription. Nous avons 
ainsi consulté nos résultats obtenus avec l'analyse des micropuces à ADN et nous avons trouvé 
que le gène P!a2g4a se trouvait effectivement sur-exprimé au niveau des leucémies B par 
rapport au CB (environ 3 fois plus pour BI, environ 6 fois et demi pour B2 et environ 5 fois 
pour B3) et ne variait presque pas entre les leucémies T et leur contrôle exactement comme 
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pour le gène Arnt12 (résultats non montrés). Il serait donc intéressant de confirmer l'éventuelle 
existence d'une coopération entre ces deux gènes. 
Neil3 est une ADN glycosylase qui a été récemment identifiée au niveau des cellules 
humaines. Ce gène joue un rôle crucial dans la réparation de l'ADN endommagé. Il catalyse la 
majorité des étapes enzymatique requises pom réparer les bases endommagées par les radicaux 
libres, les sites des bases perdues ainsi que les cassures simples brins (Inoue et al. , 2004). Chez 
la souris, l' ARNm du gène Neil3 a été uniquement détecté au niveau du thymus et de la moelle 
osseuse alors que chez l'homme, il a été uniquement détecté au niveau du thymus. Chez ces 
deux espèces, le transcrit est légèrement détectable suggérant que Nei13 est préférentiellement 
exprimé au niveau des tissus hématopoïétiques. Suite à leur étude, Torisu et al. , ont montré 
qu'il n'existe aucune relation entre le niveau d'expression de Nei13 et le stage de maturation des 
cellules B (Torisu et al. , 200S). Comme il a été montré dans notre analyse, ce gène se trouve 
commun aux leucémies T et B et sur-exprimé par rapport à leur contrôle respectif. En vérifiant 
cette expression par RT-PCR, nous avons trouvé que pour les cellules non triées (figme 3.10. 
C), deux leucémies valident ce résultat que ce soit pom la première paire d'amorces (au niveau 
de la leucémie TS) que ce soit pom la deuxième (au niveau de la leucémie T6) alors que pour 
les leucémies B, seule la deuxième paire d'amorce le valide pour deux leucémies (BS et B6). 
Cependant, à part les leucémies T qui expriment le plus fortement le gène Neil3, toutes les 
autres l'expriment à peu près au même niveau. En comparant ces résultats avec ceux du tableau 
3.6. A et B, nous pouvons voir que ces résultats ne sont pas en parfaite corrélation. De même, 
pour les leucémies triées (figure 3.11. C) et pom les leucémies T, nous avons pu confirmer le 
résultat des micropuces uniquement avec la première paire d'amorces et pour une leucémie sur 
deux (T8), alors que pom les leucémies B, que ce soit pour la première ou pom la deuxième 
paire d'amorces, nous ne pouvons confirmer que la forte expression de ce gène. Les résultats 
présentés pour le gène Neil3, semblent moins évidents. Nous pouvons penser que la première 
paire d'amorces située au niveau des exons S et 6 du transcrit du gène Nei13 (disponible sur le 
site Ensembl), serait exprimée au niveau des leucémies B et T (commune) mais serait plus 
spécifique aux leucémies B comme le montrent les résultats de la figure 3.11. C pour Nei13.1 
où T8 sm-exprime le CT2 (ça devrait être l'inverse). Par contre et d'après les résultats de la 
figure 3.11. C pom NeiI3.2, l'augmentation de l'expression de ce gène au niveau du CT2 
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pourrait être expliquée par le fait que la deuxième paire d'amorces située au niveau de la 
séquence Affymétrix, correspondrait à un nouveau transcrit épissé du gène Nei13 nommé 
AK031027. Or l'ADNc de ce dernier a été cloné à partir du thymus expliquant cette sur­
expression au niveau du CT2. 
Il est connu qu'une activation aberrante de la voie de signalisation WNT/PCP entraîne 
l'apparition d'une polarité tissulaire anormale qui représente l'une des caractéristiques des 
cellules cancéreuses. Cette expression aberrante entraîne aussi un faible pronostic pour les 
cancers humains à travers l'induction de l'invasion et de la métastase (Katoh et al. , 2005). 
Ce/sr1 est situé au niveau du noyau de la molécule de signalisation (<< PCP core signaling 
molecule ») impliquée dans la polarité planaire notée «planar cell polarity» (PCP). Ce gène 
joue un rôle dans la régulation de la polarité cellulaire ainsi que dans l'extension convergente 
(Katoh et al. , 2006). Ce/sr1 est exprimé intensément au niveau du neuroépithélium 
immédiatement avant ou durant la neurulation (Curtin et al. , 2003). Grâce à l'analyse de 
l'expression différentielle des gènes, nous avons trouvé que Ce/sr1 est commun aux leucémies 
T et B pour lesquelles il est sur-exprimé par rapport à leur contrôle respectif. Ce résultat a été 
confirmé par RT-PCR pour les leucémies T triées (figure 3.11. C) alors que pour les leucémies 
non triées (figure 3.10. C), le résultat était moins évident vue que la différence d'expression de 
ce gène n'était pas très prononcée suite à la comparaison de l'ensemble des leucémies entre 
elles. Cependant et d'une façon générale, nous pouvons noter que les leucémies non triées 
présentent une légère expression au niveau des leucémies non-lymphoïdes et une expression un 
peu plus importante au niveau des leucémies lymphoïdes (le tableau 3.6.B montre aussi que 
pour les leucémies myéloïdes (M), érythroïdes (E) et mégakaryocytaire (Mk), ce gène est 
faiblement exprimé par rapport à la moyenne des échantillons). 
De manière intéressante, l'analyse des résultats des micropuces montre également que le 
gène Wnt8b est spécifique aux 3 leucémies T où il est faiblement exprimé (plus de 4 fois) par 
rapport au CT (résultat non montré). Or, comme cité ci-dessus, l'altération de la voie de 
signalisation WNT/PCP entraîne l'apparition du phénotype cancéreux. Par ailleurs, nous avons 
aussi trouvé qu'un autre gène faisant partie du noyau de la molécule de signalisation PCP, 
nommé Ankrd6 (Katoh et al. , 2005), est faiblement exprimé au niveau des 3 leucémies T par 
rapport au CT (plus de 4 fois et demi). Ceci suggère que l'apparition du phénotype cancéreux 
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au niveau des cellules T pourrait être causée par une altération de la polarité tissulaire et ainsi 
que de la voie de signalisation WNTIPCP suite à la dérégulation de l'expression de ces trois 
gènes (CelsrI, Ankrd6 et Wnt8b). 
Bodmer et al. , ont récemment identifié un nouveau gène nommé Dirc2. Ce dernier, dont 
l'expression est altérée chez les patients atteints du cancer rénal 2, est localisé à proximité d'un 
point de cassure impliqué dans le développement de cette maladie. Des prédictions 
informatiques de la protéine de ce gène ont montré une homologie significative avec différents 
membres de la superfamille des transporteurs appelés «major facilitator superfamily» (MFS) 
(Bodmer et al. , 2002). Le résultat des micropuces à ADN a montré que Dirc2 se trouvait 
commun aux leucémies T et B où il est faiblement exprimé par rapport à leur contrôle respectif. 
En vérifiant ce résultat par RT-PCR pour les leucémies triées, nous avons trouvé que la 
deuxième paire d'amorces, représentant la séquence Affymetrix, valide le résultat des 
micropuces malgré la forte expression de ce gène au niveau de la leucémie T8. Par contre, pour 
la première paire d'amorces, située au niveau du transcrit du gène Dirc2, une leucémie T sur 
deux valide le résultat des micropuces. Pour les leucémies B, nous pouvons supposer que Dirc2 
est sous-exprimé par rapport au CB2 comme le laissent penser les résultats du tableau 3.6 ainsi 
que ceux de MASS étant donné de sa faible expression au niveau des leucémies B7 et B8 et de 
l'état dégradé du CB2 (figure 3.11. D). Comme mentionné ci-haut, nous avons trouvé que 
l'expression de Dirc2 est assez élevée au niveau de la leucémie T8 alors qu'elle devrait être très 
faible ou même absente. L'une des hypothèses possibles est reliée au fait que pour les 
leucémies analysées par les micropuces à ADN ainsi que pour celles analysées par RT-PCR 
(leucémies triées T7), le rétrovirus murin Graffi a pu s'intégrer à proximité d'un gène X et 
aurait donc provoqué l'activation du gène X qui en retour aurait réprimé Dirc2. Ce rétrovirus a 
aussi pu s'intégrer immédiatement en amont de Dirc2 entraînant son inactivation. Par contre 
pour la leucémie triée T8 qui exprime ce gène plus ou moins au même niveau que celui du 
CT2, le rétrovirus a pu s'intégrer à proximité d'un autre gène impliqué dans une voie de 
signalisation n'impliquant pas Dirc2. Cette voie aurait donc aussi la capacité d'induire la 
leucémie. 
CHAPITRE V 
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES 
Ce mémoire décrit l'utilisation de la technique de cytométrie en flux et de la 
technique des micropuces à ADN (microarrays) qui ont été utilisées afin de discerner les 
gènes différentiellement exprimés au niveau des leucémies lymphoïdes de type T et B 
induites par le rétrovirus murin Graffi. A l'aide de la puissante technique des micropuces à 
ADN (microarrays), nous avons pu caractériser 3 leucémies T (CD4+/CD8+, CD4+/CD8-, 
CD4-/CD8+) et 3 leucémies B (CD45R low/CD1 9+, CD45R+/CDI9+, CD45R+/CDI9+/SCAI +) 
induites par le rétrovirus murin Graffi, en analysant la totalité de leur expression génique. 
Suite à la comparaison du niveau d'expression des 45000 gènes et EST, disponibles sur la 
puce à ADN, entre les leucémies et leur contrôle respectif, nous avons trouvé un nombre 
significatif de gènes différentiellement exprimés. Parmi ces gènes, quelques-uns étaient 
spécifiques aux leucémies T ou aux leucémies B et quelques autres étaient communs à ces 
deux types de leucémies. Certains de ces gènes, n'ont jamais été associés ni aux cancers ni 
aux leucémies. D'autres ne sont connus que dans les leucémies non lymphoïdes. Nous avons 
aussi trouvé des gènes dont la fonction n'a pas encore été explorée ou qui ont préalablement 
été liés à d'autres types de cancers mais pas aux leucémies. Ceci supporte la possibilité que 
l'ensemble de ces gènes pourrait être directement ou indirectement lié au processus de 
conversion des cellules normales en cellules malignes. 
Afin de valider le résultat des micropuces, nous avons analysé, par RT-PCR, le 
niveau d'expression de 7 gènes. Nous avons remarqué l'existence de quelques divergences 
entre les résultats obtenus suite à l'analyse par la technique des micropuces à ADN et ceux 
obtenus par RT-PCR notamment entre les leucémies triées et celles non triées. 
Principalement, ces quelques différences sont reliées à l'hétérogénéité des leucémies. En effet 
112 
et en raison de contraintes techniques, nous avons testé le niveau d'expression de 7 gènes au 
niveau de leucémies autres que celles analysées par les micropuces à ADN tout en sachant 
que les leucémies sont très hétérogènes même si elles sont très proches phénotypiquement. 
Une autre explication serait que la technique micropuces à ADN soit beaucoup plus sensible 
qu'une RT-PCR non-quantitative ou même semi-quantitative. L'intégration du rétrovirus 
murin Graffi peut aussi jouer un rôle dans cette divergence. Dans une leucémie donnée, ce 
rétrovirus peut s'intégrer au hasard, déréglant ainsi l'expression d'un gène donné alors qu'au 
niveau d'une autre leucémie de même phénotype, le rétrovirus serait intégré ailleurs 
dérégulant l'expression d'un autre gène. Par ailleurs, une des explications possibles quant à la 
différence notée entre les leucémies triées et celles non triées est reliée au degré de pureté des 
cellules leucémiques. Finalement, nous pensons que de meilleurs résultats auraient pu être 
obtenus si le rapport leucémie versus moyenne, avait été beaucoup plus élevé que celui que 
nous avons utilisé pour la majorité de nos gènes. Effectivement, nous avons remarqué que le 
meilleur résultat a été obtenu pour les gènes Amtl2, Gmp6a étant donné que ce rapport était 
relativement élevé. 
Ainsi nous pensons qu'il serait important de confirmer le niveau d'expression de ces 
gènes par RT-PCR quantitative (Real-Time). Pour ceci, nous devrions utiliser le peu qui reste 
de l'ARN des mêmes leucémies qui ont été analysées par les micropuces à ADN ainsi qu'un 
plus grand nombre d'échantillons. Pour poursuivre ce sujet et dans le cas où les résultats que 
nous obtiendrons confirmeront les résultats de cette étude, nous proposons de cibler cette 
recherche sur le gène Neil3 qui semble intéressant ainsi que sur les 2 gènes Amtl2 et Gmp6a 
qui ont donnés les meilleurs résultats. 
Pour le gène Neil3 et bien que nous nous sommes attendus à avoir une meilleurs 
validation de nos résultas par RT-PCR, nous avons décidé de retenir la candidature de ce 
gène étant donné que l'étude de l'expression de ce gène nous aurait permis de mettre en 
évidence un nouveau transcrit alternatif en plus d'un autre transcrit qui est déjà connus. Le 
nouveau transcrit n'a jamais été étudié. TI a été isolé à partir d'une banque de données de 
thymus (RIKEN) et nous le trouvons exprimé au niveau de plusieurs leucémies étudiées T et 
B ainsi qu'au niveau du CT2 (figure 3.10. C). Ce transcrit aurait donc un rôle important dans 
les cellules hématopoïétiques et probablement dans le cancer. Pour cette raIson, nous 
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proposons d'étudier ces deux formes d'ARNm correspondants à Neil3 au niveau des 
leucémies T et B et aussi au niveau des cellules T et B normales. Il serait intéressant de 
déterminer par RT-PCR et avec différentes combinaisons de différents oligos, si l'expression 
de ces deux isoformes serait de même intensité au niveau des leucémies lymphoïdes. Nous 
testerons aussi l'expression du nouveau transcrit dans différents tissus. L'obtention de 
l'ADNc des deux transcrits dans des vecteurs d'expression (soit par clonage soit en le 
demandant à d'autres équipes de recherche qui l'utilisent) serait utile pour réaliser différents 
tests fonctionnels. 
Pour le gène Amtl2, étant donné qu'il nous a permis de confirmer les résultats des 
micropuces à ADN, nous proposons de vérifier sa sur-expression au niveau des leucémies B 
par la création d'autres combinaisons d'oligos. Ceci permettrait par la même occasion de 
vérifier qu'il ne s'agisse pas d'un nouveau transcrit alternatif. Il serait aussi nécessaire de se 
procurer l'ADNc de ce transcrit dans un vecteur d'expression pour pouvoir appliquer 
plusieurs tests fonctionnels. Comme précisé au niveau de la discussion, la deuxième paire 
d'amorces choisie pour valider l'expression d'Amtl2 se situe au niveau de la séquence 
Affymétrix, qui elle-même se situe au niveau du 3'UTR du transcrit qui n'a pas encore été 
séquencé. Il serait donc très intéressant de séquencer le fragment de 800 pb issu de cette 
amplification pour caractériser le 3'UTR du transcrit correspondant à l'ARNm d'Amtl2 et 
aussi d'étudier les éléments régulateurs de cette séquence. Plusieurs protéines sont connues 
pour interagir avec ce gène entre autre le gène Pla2g4a dont la sur-expression et la spécificité 
aux leucémies B ont été notées suite à notre analyse par les micropuces à ADN. Il serait donc 
nécessaire de valider l'expression de ce gène dans les leucémies B par RT-PCR et par la 
suite de faire des tests d'interaction entre ces deux gènes. 
Le gène Gmp6a codant pour une protéine à quatre segments transmembranaire nous a 
aussi permis de confirmer les résultats des micropuces à ADN. Nous pensons donc que cette 
protéine membranaire serait fortement impliquée dans la signalisation cellulaire. Nous 
suggérons ainsi de nous procurer son ADNc présent dans un vecteur d'expression pour faire 
des tests fonctionnels. Comme testes fonctionnels, nous nous proposons d'abord d'étudier le 
pouvoir transformant de cette protéine. Dans le cas où le test de transformation est positif, 
nous nous proposons de faire des mutants de cette protéine (mutation du domaine extra­
114 
cellulaire et intra-cellulaire) et d'en voir les conséquences. Les résultats des micropuces à 
ADN nous ont aussi pennis de découvrir un autre isofonne de ce gène noté Gmp6b et qui est 
aussi tout aussi spécifique et sur-exprimé au niveau des leucémies B. Il serait donc intéressant 
d'étudier comme pour le gène Gmp6a, son rôle dans la leucémogénèse. 
D 'lU1e façon générale, pour l'ensemble de ces gènes sélectionnés ou pour d'autres 
gènes que nous sélectionnerons dans le cas où les résultats obtenus ne confinnent pas ceux 
obtenus par la technique des micropuces à ADN, nous proposons d'étudier en premier lieu, 
leur pouvoir transfonnant. Il serait aussi intéressant de détenniner si l'augmentation de 
l'expression de certains gènes pourrait être due à une activation directe ou indirecte par le 
rétrovirus. Une étude in vitro et in vivo pourrait mener à une meilleure compréhension de leur 
fonction. Pour les gènes codant pour des protéines se liant à l'ADN, il serait nécessaire 
d'étudier la fonction de ces protéines et détenniner leurs partenaires d'interaction. Pour ceux 
qui codent pour des récepteurs membranaires ou impliqués dans la signalisation cellulaire, il 
serait intéressant d'étudier la voie qui pourrait être impliquée dans la transfonnation 
cellulaire. L'un des futurs objectifs de ce projet est de vérifier l'expression des gènes 
sélectionnés chez l'humain dans le but de trouver des gènes marqueurs pour discriminer les 
leucémies entre elles à des fins thérapeutiques. 
En conclusion, l'utilisation de la technique des micropuces à ADN nous a prouvé sa 
puissance quant à l'impressionnante quantité d'infonnations qu'elle a été capable de nous 
fournir concernant les gènes qui seraient directement ou indirectement impliqués dans 
leucémies lymphoïdes. Cette technique a mené à une meilleure caractérisation et à une 
meilleure compréhension des mécanismes qui seraient responsables de l'induction des 
leucémies chez le modèle murin. La poursuite de ce projet par des analyses fonctionnelles 
pennettrait de mieux identifier les gènes les plus appropriés dans l'induction des leucémies 
lymphoïdes. 
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Annexe A Pathogénèse du rétrovirus murin Graffi (Voisin et al. , 2006). Légende: T : 
leucémie lymphoïde de type T; E: leucémie érythroïde; M: leucémie myéloïde; B: 
leucémie lymphoïde de type B; P: primitive; Meg: leucémie mégakaryocytaire. Trois 
souches de souris ont été utilisées: Ba1c/c, NFS et FVB. 
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cellules cellules 
Souche Numéro Leucémie leucémiques normales FOG 
NFSI,2 VV41.1 E 97 3 3 
NFSl,2 VV38.3 E 65 35 3 
NFSl,2 VV42,4 E 60 40 3 
NFSl,2 VV42.5 E 
-
- absent 
FVBl,2 VV29.7 E 91 9 2 
FVBl,2 VV29,4 E 90 10 2 
FVBl,2 VV29.8 E 85 15 absent 
FVBl,2 VV29.2 E 80 20 2 
FVBl,2 VV12,4 E 90 10 1 
Balb 1,4 VV07.1 E 75 25 3 
Balb 1,4 VV34,4 E 70 30 absent 
NFSl,4 VV06.8 E 60 40 2 
NFSl,4 VV03,4 E 82 18 3 
NFS 1,4 VV39.2 E - - 2 
- -
E 
- - 1 
FVBl,4 VV30,4 E 91 9 3 
FVBl,2 VV29.3 EMk 80 20 2 
FVBl,2 VV29.5 EMk 85 15 2 
NFSl,4 VV40.x Mk 80 20 absent 
NFS 1,4 VV39.3 Mk - - 1 
FVBl,2 VV29.6 Mk 90 10 absent 
FVBl,4 VV30.8 Mk 80 20 1 
FVBl,4 VV30.9 Mk 53 36 1 
FVBl,4 VV32.2 Mk 40 60 absent 
FVBl,4 VV09,4 Mk 70 30 3 
FVBl,4 VVlO,4 Mk 90 10 -
FVBl,4 VVI0.6 Mk 75 25 3 
- -
Mk 
- - absent 
Balbe 1,2 VV28.5 M 80 20 absent 
Balb 1,4 VV33,4 M 80 20 absent 
NFSl,4 VV04.2 M 80 20 2 
NFS 1,4 VV39.1 M 1 
- -
M 
- - absent 
Balbe 1,2 VV25,4 T 60 40 absent 
Balbe 1,2 VV25.1 T 60 40 absent 
Balbe 1,2 VV28.3 T 90 10 absent 
NFSl,2 VV05,4 B 58 36 absent 
NFSl,2 VV42.2 B 70 30 absent 





Annexe B Caractéristiques des leucémies choisies pour tester le niveau d'expression 
de GATA-l, GATA-2 et de GATA-3. Les cellules nonnales et les cellules leucémiques ont 
une localisation bien particulaire lorsque nous les observons sur l'écran de l'appareil du 
Facsvantage. Le programme de ce dernier pennet de détenniner le pourcentage des cellules 
leucémiques ainsi que celui des cellules normales. Ces pourcentages dépendent de la taille de 
chacune de ces deux populations. Au niveau de la dernière colonne, nous avons indiqué les 
résultats obtenus suite à l'hybridation des ARN provenant de chacune de ses leucémies avec 
la sonde Fog-I. Le chiffre « l » indique que le gène est légèrement exprimé, le chiffre « 2 » 
inique que Fog-I est moyennement exprimé et le chiffre « 3 » indique que Fog-I est très 
fortement exprimé. Par contre, la notation « absent» veut dire que Fog-I n'est pas exprimé. 
Les tirés indiquent une absence d'infonnation. 
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(a) 
Gènes différentiellement exprimésdans les 3 T par rapport 
au contrôle T et entre les 3 leucém ies B par rapport au 
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Annexe C Figure récapitulant le nombre de gènes qui a été trouvé dans chaque groupe 
de leucémies, (a) : Dans cette figure, se trouvent les gènes qui sont spécifiques aux leucémies 
B ainsi que ceux qui sont spécifiques aux leucémies T. Les gènes ont été considérés comme 
étant spécifiques aux leucémies B lorsqu'ils étaient plus ou moins exprimés par rapport au 
CB mais dont l'expression ne variait pas dans les leucémies T et le CB et vice versa pour les 
gènes spécifiques des leucémies T; (b) : dans cette figure se trouvent les gènes qui sont 
communs entre leucémies B et T. Au sein d'un même groupe, nous avons séparé nos gènes 
selon qu'il soient sur-exprimés par rapport au contrôle (colonnes colorées en rose) ou bien 
sous exprimés par rapport au même contrôle (colonnes colorées en vert). 
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Annexe E Gènes spécifiques aux leucémies T. Suite à la première sélection et à la 
recherche bibliographique, 8 gènes, dont le rôle dans la leucémie reste encore inconnu, ont 
été retenus. : gènes sous exprimés par rapport au CT; : gènes sur ex rimés par 
rapport au CB; Jaune: gènes ayant un rôle dans les fonctions physiologiques; : gènes 
connus dans d'autres types de cancer; : aucune information disponible, fonction 
inconnue, blanc: gènes RIKEN. Les valeurs sont exprimées en logarithme base 2. Ainsi une 
valeur de 4 signifie une variation d'expression de 24 et donc de 16 fois. 
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Annexe F Gènes communs aux leucémies T et B. Suite à la première sélection et à la 
recherche biblio aphique, 17 gènes, dont le rôle dans la leucémie reste encore inconnu, ont 
été retenus. : gènes sous-ex rimés dans leucémies T par rapport au CT et dans les 
leucémies B par rapport au CB; : gènes sur ex rimés par rapport au CB; Jaune: gènes 
ayant un rôle dans les fonctions physiologiques; : gènes connus dans d'autres types de 
cancer; : aucune information disponible, fonction inconnue; : connus 
au niveau des leucémies non lymphoïdes et non au niveau des leucémies lymphoïdes; Gris : 
connus uniquement dans l'un des deux types de leucémies T ou B; blanc: gènes RIKEN. 
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Gene Tille Gene GO Biological Process GO Molecular Function Description GO 
Symbol Description Cellular 
Component 
Description 
1419122_at methyltransferase- Mettll transport transporter activily membrane 
tike 1 tRNA processing methyltransrerase activity nucleus 
tRNA modification tRNA (guanine-N7- )-methyltransferase 
S-adenosylmethionine-dependent 
transferase aClivilV 
1424981_al neurolysin Nin proteolysis metalloendopeptidase activity 
(metallopeplidase peplidase aClivity 
M3 family) zinc ion binding 
hydrolase activity 
melallonentidase aClivitv 
1429688_at aryl hydrocarbon Amtl2 regulation of transcription from transcription factor activity nucleus 
receptor nuclear RNA polymerase Il promoter Signal transducer activity 
translocator-like 2 signal transduction Transcription regulator activity 
circadian rhythm 
regulation of transcription, DNA­
dependent 
regulation oflranscription 
1456741_s_ glycoprotein m6a Gpm6a integral to 
al membrane 
membrane 
1440633_al nei like 3 (E. coli) Neil3	 DNA repair DNA binding nucleus 
response to DNA damage zinc ion binding 
base-excision repaiT purine-specific oxidized base lesion 
DNA N-glycosylase aClivity 
metal ion binding 
damaoed DNA bindino 
14 18925_at	 cadherin EGF Celsrl homophilic cell adhesion signaltransducer activilY eXlracellular 
LAG seven-pass space 
G-lype receptor 1 signal transduction receptor activity membrane 
G-protein coupled receptor G-prolein coupled receptor aclivity integrallo 
protein signaling pathway	 membrane 
neuropeptide signaling pathway structural molecule activity 
development calcium ion binding 
locomolory behavior brai.n-specifie angiogenesis inhibilor 
activilY 
establishment ofpolarity of 
embryonic epithelium 
inner ear 1l1omhooenesi 
1454654_at disrupted in renal Dirc2	 peplidase aClivity 
carcinoma 2 
(human) 
similar to LOC547255 
Disrupted in renal 
carcinoma 2 
Annexe G Fonctions biologiques des 7 gènes sélectionnés pour confirmer le résultat 
des micropuces à ADN. En plus de présenter les fonctions biologiques de chacun des 7 
gènes, dans ce tableau, nous pouvons aussi trouver leurs fonctions moléculaires ainsi que leur 
localisation cellulaire. Ce tableau est extrait à partir du site Affymetrix 
(www.affymetrix.com) dans lequel se trouvent toutes les données concernant l'ensemble des 
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Annexe H Résultats obtenus par MASS suite à l'analyse de l'expression des 7 gènes. 
En se basant sur l'intensité d'expression d'un gène, le programme MASS lui attribue la lettre 
A, M ou P. Lorsque l'intensité de la fluorescence émise par le gène est nulle, ce programme 
lui attribue la lettre «A » (<< A » pour absent). Par contre, la lettre «P » est attribuée si le 
gène est exprimé (<< P » pour présent). Si cette expression est marginale, la lettre « M » est 
attribuée. En vert se trouvent les gènes qui sont absents et en rouge se trouvent ceux qui sont 
présents. Les chiffres enh'e parenthèses représentent la valeur attribuée à chaque gène. C'est 
selon cette valeur qu'un gène est désigné par telle ou telle lettre. 
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